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I. — Agglutination. Renforcement de la réaction 
en présence de traces de produits solubles des cultures. 
Floculo-agglutination. 


Au cours de recherches sur les propriétés des sérums anti- 
gangréneux, antitoxiques, antimicrobiens ou A la fois anti- 
toxiques et antimicrobiens, nous avons constaté que le pouvoir 
agglulinant de ces sérums présente des différences considé- 
rables, selon que leur action est étudiée sur la culture diluée 
ou sur les microbes seuls. 


RGACTION D' AGGLUTINATION PRATIQUEE 
AVEC LA CULTURE TOTALE DILUEZE OU AVEC L’EMULSION MICROBIENNE. 


Précisons le fait observé par une expérience faite avec le 
sérum du cheval 219 préparé par des injections d’anacullure 
de B. perfringens. 

Le pouvoir agglutinant de ce sérum est recherché vis-a-vis : 
4° d’une culture de vingt a vingt-quatre heures de B. perfringens 
en bouillon glucosé & 2 p. 1.000 diluée de 5 4 10 fois d’eau 

4A 
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physiologique pour lui donner Vopacilé propre a mettre en 
évidence les phénoménes d’agglutination; 2° d’une émulsion 
de microbes de la méme culture, centrifugés, puis repris dans 
une quantité correspondante d’eau physiologique. 

Si l’on examine la réaction au bout dé trois & quatre heures 
de séjour a l’étuve & 37°, lagglutination se manifeste dans la 
premiére série de tubes (culture diluée) au 1 p. 20.000, tandis 
qu’elle n’est évidente dans la deuxitme série (microbes seuls) 
qu’au 4/10. 

Si les tubes de ces deux ex périences sont alors placés, & leur 
sortie de l’étuve, A la glaciére, ou a la température du labora- 
toire, le taux de l'agglutination monte au bout de vingt-quatre 
heures au 1/40000° dans les tubes renfermant la cullure diluée 
et du 1/5000 au 1/10000 dans ceux ne renfermant que |’émul- 
sion microbienne. 

Tout se passe comme si dans la culture diluée, qui renferme 
4’ la fois des agglutinines et des précipilines, la mise en ceuvre 
conjuguée de ces deux anticorps aboulissait & une réaction 
beaucoup plus active, en intensilé comme en rapidité, que dans 
l’émulsion des microbes privés par centrifugation de leurs pro- 
duils solubles. 

Il est certes bien connu que l'interprétation des phénoménes 
d’agglutination varie avec les conditions dans lesquelles la réac- 
tion est pratiquée, soit comme technique, soit comme ‘temps 
d’observation; pourtant la grande différence mise en évidence 
par l'expérience mentionnée ci-dessus retenait notre attention, 
nous engageant a observer plus altentivement le phénomene. 


CARACTERES DIFFERENTIELS DES DEUX EPREUVES. 


Répétée de nombreuses fois, avec des sérums anti-perfrin- 
gens différents, cette expérience nous a permis de préciser les 
caractéres différentiels suivants, 

La réaction observée avec une dilution de culture ‘totale 
(microbes + toxine) est précoce. Elle se manifeste de laqua- 
triéme heure 4 la sixiéme heure de séjour & l'étuve & 37°, et 
d’emblée avec une intensité presque égale dans tous les tubes 
ot elle sera définitive. Elle s’accuse rapidement par la forma- 
tion du floculo-précipité dams toute la masse, qui s’éclaircit. {1 


am 
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se forme au fond du tube un dépdt trés net, floconneux, nua- 
geux dont l’examen microscopique entre lame et lamelle, sans 
coloration, révéle la constitution en amas des corps microbiens 
agelutinés. 

La réaction obtenue avec une émulsion microbienne est 
beaucoup plus lente. Au bout de quatre a six heures d’étuve, 
seul le premier ou les deux premiers tubes, renfermant les plus 
fortes proportions de sérum, montrent une agelutination. 
Celle-ci se manifeste ensuite progressivement, des tubes ren- 
fermant le plus de sérum vers ceux a dilutions les plus élevées, 
sans qu'il ‘soit souvent ‘possible de fixer d’emblée la limite 
extréme de la réaction. A cette limite le nombre de tubes dou- 
teux est généralement plus élevé. L’agglutination ne se mani- 
feste que par un fin dépéot microbien, « en collerette » au fond 
du tube, dépdt dont l’examen microscopique révéle pourtant 
la structure en amas microbiens nettement agglutinés, bien que 
le milieu ne soit pas parfois complétement éclairci. Dans tous 
les tubes, le dépdt de microbes agglutinés parait plus fin, plus 
compact, moins floconneux que dans les réactions effectuées 
avec la culture diluée. 

Au cours de ces derniéres expériences, nous avons envisagé 
Vinfluence de quelques conditions secondaires sur ces réactions, 
en particulier si le passage brusque de la température de |’étuve 
& celle de la glaciére ‘pouvait accentuer le phénoméne, ou si 
celui-ci n’était pas géné par un iéger formolage du milieu. Ces 
deux influences paraissent sans action sur la marche de l’agglu- 
tination; aussi la mise des tubes a la glaciére, ou leur léger 
formolage (I goutte de formol du commerce dilué au 1/10 pour 
2c. c. 5 du mélange : sérum + culture ou sérum + émulsion 
microbienne) n’ont d’autre intérét que de permettre de con- 
server les réactions en évitant, pendant la saison chaude, les 
cullures parasites qui pourraient se développer dans les tubes. 


EXEMPLES RELEVES SUR 20 SERUMS ANTI-PERFRINGENS 
(ANTITOXIQUES, ANTIMICROBIENS OU A LA FOIS ANTITOXIQUES 
ET ANTIMICROBIENS). 


Les constatations précédentes ont été confirmées par |’examen 
de vingt sérums anti-perfringens étudiés comparativement, au 
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point de vue de leur pouvoir agglutinant, vis-a-vis de cultures 
de B. perfringens diluées ou vis-i-vis des microbes centrifugés 
et repris en eau physiologique. 

Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus. 

L’examen de ces résultats confirme que la réaction d’agglu- 
lination pratiquée avec la culture diluée atteint sensiblement, 
dés la sixiéme heure, le taux définitif auquel elle se fixera. Dans 
le méme délai, avec les microbes seuls, la réaction est nulle 
ou & peine amorcée aux taux les plus forts (1/10, 1/25). Au 
bout de vingt-quatre heures, elle peut atleindre, avec les 
microbes seuls, le taux obtenu avec la culture diluée, mais le 
plus généralement elle reste 4 un taux un peu inférieur. 


TAUX D’AGGLUTINATION 


SERUM 
A la sixiéme heure Au bout de vingt-quatre heures 
du cheval 
no . ») 
Culture totale ee Culture totale oe 

diluée centrifugés ace centrifugés 
104 200 500 a 1.000 500 a 1.000 
218 500 0 4.000 4 2.5v0 1.000 a 2.500 
219 20.000 10 a 25 20.000 A 40.000 | 10.000 A 20.000 
222 1.000 0 2.500 200 
223 2.500 a 5.000 25 a 50 5.000 a 7.500 5.000 & 7.500 
224 10.000 25 a 50 10.000 10.000 
225 500 0 500 a 2.500 500 a 2.500 
226 1.000 0 4 000 a 2.509 50 
228 0 0 25 a 100 25 a 100 
229 2 500 a 5.000 0) 2.500 a 3.000 200 
230 1.000 25 a 100 2.500 a 5.000 2.500 
231 5 000 & 7.509 10 7.500 a 10.000 2.500 a4 5.000 
232 2.500 a 5.000 v 5.000 a 7.500 4.000 
234 500 0 500 500 
235 50 4 100 () 190 50 a 100 
236 0 0 200 20 
237 1,000 0 1.000 4.000 
238 0 0 50 50 
233 500 a 4.000 5 2.500 A 5.000 500 a 1.000 
239 500 50 500 & 1.000 100 a 500 


Le graphique suivant schématise ces constatations. 
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10000 
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Sérum anti-perfrigens (cheval matricule 231). 


On notera que sur les 20 sérums anti perfringens examinés, 
trois, les n°* 228, 236 et 238, n’ont donné aucune agglulina- 
tion précoce en présence de la culture diluée. Au bout de 
vingt-quatre heures le taux d’agglutination (faible pour les 
3 sérums) était identique, avec la culture et avec |’émulsion 
microbienne. 

Pour les sérums 228 et 236 nous avons constaté, au cours 
de recherches ultérieures cur la floculation, qu’ils ne donnaient 
ni opalescence ni floculats au contact de différentes toxines per- 
fringens, ce qui dénoterait pour ces deux échantillons une 
absence presque complete de floculines. 

Quant au sérum 238, il provenait d’un cheval préparé avec 
une souche spéciale de B. perfringens, isolé par Dalling dans 
un cas de diarrhée des agneaux. Vis-a-vis de la souche homo- 
logue, ce sérum donne, par contre, une agglutination trés nette 
au 41/10000, ce qui prouverait qu’il s’agit, dans ce cas particu- 
lier, d’un type sérologique différent de B. perfringens. Ce fait 
montre déja (rés nettement la spécificité du phénoméne observé 


par nous. 
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18 de ces sérums proviennent de chevaux préparés par des 
injections sous-cutanées de toxine perfringens, centrifugée et 
formolée, renfermant par suite encore des éléments microbiens ; 
il s'agit donc de sérums 2 la fois antiloxiques et antimicrobiens. 

Le cheval 233, préparé exclusivement avec une toxine filtrée, 
fournit un sérum antitoxique. 

Le cheval 239 a, par contre, été hyperimmunisé uniquement 
par des injections sous-culanées de corps microbiens formolés, 
en émulsion dans de l’eau physiologique : son sérum est donc 
antimicrobien. 

Il parait intéressant de noter que tous ces sérums se sont 
comportés exactement de Ja méme maniére au cours de nos 
recherches. Le sérum antitoxique, n° 233, s’est montré nette- 
ment agglutinant du 1/2500 au 1/5000 vis-a-vis de la culture 
diluée, du 1/500 seulement au 1/1000 avec l’émulsion micro- 
bienne, au bout de vingt-quatre heures. Le sérum antimicro- 
bien, n° 239, montre, lui aussi, une activité beaucoup plus 
grande vis-a-vis de la culture diluée que vis-a-vis des microbes, 
ce qui tendrait & prouver qu/il posséde également, au méme 
titre que les sérums antitoxiques, des floculines actives. 

Ce résultat parait,’& premiére vue, assez paradoxal. Nous 
avons cherché s’il n’était pas particulier aux sérums antitoxi- 
ques anti-perfringens. C’est ainsi que nous avons été amenés & 
constaler que le sérum antitoxique anti-vibrion septique (cheval 
n° 336) et le sérum antiloxique anti-histolytique (cheval n° 342) 
agelutinent aussi, trés nettement, les souches homologues. 

Au cours d’une premiere série d’essais, le sérum n° 336 agelu- 
tinait le Vibrion septique nettement au 1/500, faiblement au 
4/1000; le sérum n° 312 ageglulinait le B. histolytique nettement 
au 1/2500\et trés légerement jusqu’au 1/7500. 

Dans une série d’épreuves de vérification nous avons trouvé 
les taux suivants d’agglutination sur d’autres échantillons de 
sérum provenant des mémes chevaux : 

Cheval n° 233 (sérum anti-perfringens) : agglutination nette 
au 1/1000; faible au 1/2500 et 1/5000. 

Cheval n° 334 (sérum anti-vibrion septique) : agglutination 
nette au 1/10000. 

Cheval n° 372 (sérum anti-histolytique) : agelutination nette 
au 1/500; faible au 1/2500. 
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Les chevaux 233 et 342 avaient continué a: recevoir exclusi- 
vement des toxines: soigneusement filtrées; le. cheval. 334 était 
un cheval neuf; immunisé dans les mémes. conditions, depuis 
peu, avec une toxine privée, par filtration, de tout élément 
microbien. 

Dans) tous les cas, la floculo-agglutination se manifestail 
toujours de fagon précoce (quatre a six heures. l’étuve) et A un 
taux légerement supérieur au bout de: vingt-quatre heures a 
celui de Pagglutination pratiquée avec les microbes seuls. 

Ajoutons, enfin, que sans avoir repris systématiquement les 
essais avec les sérums anti-vibrion septique, anti-histolytique 
et anti-sporogenes a notre disposition, nous avons. vérifié sur 
divers échantillons de ces sérums que: la précocité et Vinten- 
sité plus accusées de la floculo-agglutination. comparativement 
a lageglutination pratiquée dans, les mémes conditions. se 
remarquent pour ces sérums, vis-a-vis de leurs souches homo- 
logues. Le phénoméne n’est donc pas particulier au B. perfrin- 
gens, mais parait général. 


SPECIFICITE DES PHENOMENES DE FLOCULO-AGGLUTINATION. 
REACTIONS LEGERES- NON’ SPECIFIQUESS 


Le phénoméne que nous avons observé est spéczfigue. Nous 
avons essayé de: réaliser la floculo-agglutination dune culture 
diluée de B. perfringensiavecune série de vingt sérums normaur 
de cheval et un sérum de poney prélevés: sur des animaux 
sacrifiés ‘aux abattoirs hippophagiques: de Brancion, provenant 
du commence et par conséquent indemnes de toute préparation 
antérieure dans un but sérothérapique. Tous ces essais ont été 
négatifs: 

Au cours dessais d’agglutinations. croisées, la réaction de 
floculo-agglutination nous a toujours paru spécifique et réali- 
sable seulement avec la souche homologue, du moins & des 
taux assez élevés (1/500° au maximum). Nous avons cependant 
enregistré quelques faits de floculo-agglutinations ou d'agglu- 
tinations nom spécifiques, soit avec des sérums normaux, soil 
avee des sérums de chevaux préparés. avec un autre germe. 

En: ce qui concerne jes: sérums normaux, un de nous a 
signalé déja que le sérum normal de cheval: peut. agglutiner 
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i doses relativement fortes les cultures du B. sporogenes. 

Nous avons fait des constatations analogues récentes pour 
quelques échantillons de sérum normal de cheval a l’égard du 
Vibrion septique et du B. histolytique. 

Enfin, nous avons rencontré un sérum anti-vribrion seplique 
agelutinant légeérement une culture diluée de B. histolytique 
au 1/25°, un sérum anti-histolytique agglutinant tres faible- 
ment une culture diluée de B. perfringens au 1/25°, et un 
sérum anti-perfringens agglutinant assez netlement une cul- 
ture diluée au B. histolytique jusqu’au 1/250°. 

ll faut bien constater d’ailleurs que, dans tous ces cas qui 
sont relativement rares, le phénomene est irrégulier et n’appa- 
rait qu’a des taux trés faibles, tandis qu’avec les sé:ums spéci- 
fiques correspondauts, la réaction est nette, & des taux beau- 
coup plus élevés, parfois méme a des dilutions tr¢s considé- 
rables (1/20000, 1/40000°). 


ROLE DES PRODUITS SOLUBLES DFS CULTURES DANS LA PRECOCITE 
ET L'INTENSITE DE LA FLOCULO-AGGLUTINATION. 


I] était permis de se demander si la forte différence observée 
dans les réactions eflectuées avec les cultures diluées, tenait 
bien a la présence de produits solubles dans ces cultures. 

N’était-il pas plus simple d’admettre l’hypothése d’une dété- 
rioration possible des corps microbiens pendant ces manipu- 
lations, génant ensuite leur agelutination? 

Pour vérifier cette hypothése, nous avons fait une série 
@essais dans lesquels, aprés avoir centrifugé les microbes ct 
les avoir repris dans de l'eau physiologique en proportions 
convenables, on y ajoutait la quantité de toxine sensiblement 
nécessaire pour reconstituer le milieu formé par dilution directe 
de la culture, en bouillon, de B. perfringens. 

Des séries comparatives d’agglutinations étaient faites avec la 
culture diluée directement, avec le mélange émulsion micro- 
bienne-+ toxine centrifugée ajoutée, avec l’émulsion de 
microbes seuls. La floculo-agglutination se produit dans 
d’aussi bonnes conditions lorsque Ja toxine est simplement 
reslituée au milieu; les microbes ne subissent done pas, au 
cours de Ja centrifugation, d’altération génant leur agelutina- 
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tion, et c’est bien I’élimination de la toxine (ou, d'une maniére 
plus générale, des produits solubles contenus dans Ja culture) 
qui ralentit les phénoménes d’agglutination et les rend parfois 
moins intenses. 


QUANTITE MINIME DE PRODUITS SOLUBLES 
SUFFISANTE POUR INTENSIFIER LA REACTION, 


Ceci établi, nous avons cherché ensuite, en ajoutant al’émul- 
sion des microbes en eau physiologique des quantités décrois- 
sanies de toxine centrifugée, quelle était la dose minima de 
cette loxine sulfisante pour accélérer la réaction d’agg!uti- 
nation. On constate, pour les cultures du B. perfringens avec 
lesquelles nous opérions, que la floculo-agglutination rapide 
(aprés six heures d étuve) s’observe dans les tubes renfermant 
L gouttes d’émulsion microbienne avec une dilution au 
4/1.000 (eccrtaincment agglutinante) du sérum 219 déja cornu, et 
au minimum VV a V gouttes de toxine perfringens centrifugée, 
diluée au 1/10. 

Dans ce milieu, la toxine est donc, en dilution au 1/100, 
susceptible de produire la floculo-agglutination. Ce taux est 
dix fois inférieur & celui que lon obtient pratiquement en 
effectuant Jaiéaction, ccmme il est normal, avec des cultures 
de vingt-quatre heures en bcuillon, diluées seulcmcnt dix fois 
environ. 

Cetle constatation montre qu'il sulfit d'une quantilé relati- 
vement minime de produits solubles (préexistente ou ajoutée) 
pour accélérer et intensifier les phénoménes d’agglutination 
observés avec |’6mulsion de microbes seuls. 


INFLUENCE DE LA FILTRATION, DE LA (CHALEUR ET DU pul DU MILIEU. 


Enfin, nous nous sommes dcmandé encore si la filtration de 
Ja toxine sur bougies n’était pas susceptible de retenir une 
partie des produits solubles du milieu. Il était facile d’effec- 
tuer comparativement des floculo-agglutinations avecla méme 
émulsion {de B. perfringens additionnée, pour certaines séries 
de tubes, de toxine cenlrifugée, pour d’aulres séries de toxine 
filirée. En faisant ces expéricnces on constate que Ja toxine 
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filtrée sur bouwgies Chamberland L2 reste active; néanmoins, 
les flocons diagglutination obtenus avec la toxine filtrée 
sont moins abondants, moins gros, plus finement floconneux que 
ceux obtenus avec la toxine centrifugée. La floeulo-aggluti- 
nation est rapide, mais le précipité obtenu se rapproche sen- 
siblement du précipité finement granuleux obtenu dans cer- 
taines agglutinations simples. I] semble done que le filtre ait 
retenu une partie des produits solubles floculables; cette obser- 
vation est confirmée par ce que nous verrons plus loim au 
sujet de la floculation des toxines perfringens. 

Le chauffage ne parail pas agir sensiblement sur l’activité du 
filtrat ou de la toxine centrifugée. Le filtrat sur bougie Cham- 
berland L2 conserve ses propriétés de déclencher la floculo- 
agglutination apres. chauffage a 56° pendant une heure. Par 
contre, le chauffage de une heure a 100° ou de 15 minutes a 
120° diminue considérablement ou détruit leffet:des substances 
solubles. Une telle épreuve est susceptible d’altérer la consli- 
tution méme des matiéres albuminoides du milieu, ow modifie 
du moins profondément une toxine comme celle du B. per- 
[ringens. 

Il ne semble pas non plus que lon puisse attribuer la diffé- 
rence de vitesse et d'intensité des réactions obtenues en partant 
d’émulsions microbiennes ou de cultures diluées & la diffé- 
rence de pHi du milieu. Le pH d'une culture diluée de B. per frin- 
gens est de 6,8 4 7; celui de Il’émulsion microbienne est de 7 
a 7,1. La différence est trop faible pour causer, seule, le phé- 
noméne qui nous intéresse; pourtant, nous avons renouvelé des 
expériences comparativement avec la culture diluée dont le pi 
fut préalablement ajusté & celui de l’émulsion microbienne, 
puis avec des émulsions microbiennes, dont le pH était ajusté 
a celui de la culture diluée. Les résultats étaient, dans l’un et 
Pautre cas, sensiblement indentiques & ceux que nous avons 
relatés au cours de tous les essais antérieurs. 

Dans la série de recherches que nous venons de résumer précé- 
demment, on note un gain considérable, tant en rapidité qu'en 
intensité, des réactions @agglutination effectuées avec la culture 
microbienne totale diluée; on constate, en outre, que ce gain n esh 
réalisé qwen présence des produits solubles de la culture et gail 
reparatt quand on ajoute mune émulsion de microbes centrifuges 
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des doses minimes progressivement croissantes de toxine. Ces faits 
suggerent Vhypothése du renforcement de lactivité des aggluti- 
nines par Caction conjuguée des précipitines. 


Il. — Floculation des produits solubles des cultures: 
en présence du sérum anti correspondant. 
Renforcement de la réaction 
par addition de traces de microbes homologues. 


Logiquement, Vidée d'une contre-épreuve s’imposait pour 
vérifier si, inversement, la présence de corps microbiens était 
susceptible de renforcer les réactions normales entre les sub- 
stances solubles des cultures et le sérum spécifique correspon- 
dant. 

On sait, et c’est un fait classique, qu’en mettant en contact 
ou en mélangeant les produits solubles provenant de cultures 
microbiennes, isolés par centrifugation ou par filtration, avec le 
sérum anti-microbien correspondant, on obtient des moditica- 
tions du milieu décrites suivant leurs caractéres et les condi- 
tions dans lesquelles elles se présentent sous le nom de préci- 
pitation ou de floculation. 

Ce fait a été démontré, dés 1897, par Kraus qui a porté ses 
recherches sur le Vibrion cholérique, le B. typhique et le B. pes- 
teux. Ch. Nicolle (1898) a retrouvé ce phénoméne ea travaillant 
avec les filtrats ou les extraits du B. col, du B. typhique ou le 
Vibrion de Massaouah. Chaque sérum anti-microbien est donc 
a la fois agglutinant et précipilant. [| s’agit d'une loi générale, 
a laquelle n’échappent ni les microbes aérobies, ni les microbes 
anaérobies, comme l’ont montré Weinberg, Prévot et Goy (1). 

Il ne faut pas confondre les précipitines anti-microbiennes, 
qu’on trouve dans les sérums préparés avec les corps microbiens, 
avec les précipitines antitoxiques du sérum des animaux immu- 
nisés avec les toxines pures. Les précipitines (ou floculines) 
antitoxiques des sérums anti-anaérobies sont trés inconstantes. 
C'est une raison pour laquelle il est impossible d’utiliser la 


(1) Wetnsers, Prévor et Goy, Floculation des sérums agglutinants par les 
filtrats de cultures microbiennes. C. R. Svc. Biol., 90, 1924, p. 329. 
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méthode de Ramon (floculation initiale) pour le titrage wn vitro 
des sérums antigangreneux (Weinberg, Prévot et Goy). 

Nos essais lentés pour obtenir une réaction macroscopique- 
ment visible entre les toxines des principaux germes de la 
gangrene guzeuse et leurs sérums spécifiques, ont toujours 
donné des résultats négatifs, chaque fois que nous avons utilisé 
ces foxines a l’état de dilution. Nous les avions d’abord 
employées diluées au 1/10° environ pour nous rapprocher Je 
plus exactement possible du taux de dilution de ces m¢émes 
cullures dans nos recherches sur l’agglutination. En présence 
de ces insvccés avec les toxines diluées nous nous sommes 
adressés ensuite aux toxines pures. 


REACTION DES PRODUITS SOLUBLES D'UNE CULTURE 
DE B. perfrigens Vis-A-VIS DU SERUM SPECIFIQUE. 


Lorsque l’on place dans une série de tubes a hémolyse une 
quantité fixe, connue (2 cent. cubes ou 2 c. c. 5) de toxine de B. 
perfringens pure et qu'on y ajoute des doses croissantes de 
sérum antiperfringens, on peut constater, au bout de vingt- 
quatre heures a la température ordinaire, un trés léger dépot 
floconneux dans le fond de certains tubes. Le phénoméne est 
d’ailleurs léger et trés inconstant. 

Il est beaucoup plus net et plus fréquent quand on effectue Ja 
réaction a l’éltuve & 37°; rarement, il apparait avant quatre a 
six heures, généralement de la quinziéme a la vingt-quatri¢éme 
heure. 

La premiére modification que l’on observe est souvent une 
opalescence générale tres légére du milieu dans les tubes od la 
réaction se produira. Cette opalescence se résoud ensuite en 
pelils floculats nuageux, qui, par leur agglomération, viennent 
former le lendemain au fond du tube un léger dépot. 

Dans certains cas, la formation de floculats est localisée a 
une portion bien déterminée du tube ; assez fréqguemment, il se 
forme d’emblée un véritable petit nuage floconneux estréme- 
ment léger, sensiblement de méme densité que le milieu, ot 
il floite parfois plusieurs heures avant de venir se déposer au 
fond du tube. 


Ajoutcns que la réaction est toul & fait inconstante. Si on 
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loblient dans la majorilé des cas, on peut, en essayant de la 
renouveler, avec le méme sérum et avec une toxine de B. 
perfringens préparée dans des conditions aussi identiques que 
possibles 4 celles d'une expérience précédente et provenant 
d'une méme souche de B. perfringens, n'enregistrer que des 
résultats absolument négatifs. 


Tavux optiMuM Et MODALITES DE LA RiacTioN (FLocuLATION). 


Pour nous familiariser avec le phénoméne, avant d’en pour- 
suivre l'étude, nous l’avons renouvelé avec le plus grand 
nombre possible de sérums anti-perfringens & notre disposition, 
ce qui nous a permis de préciser d’abord les quelques points 
suivants. 

Le taux optimum, pour obtenir la réaction, varie de 
1/10 a 1/4, 1/3 et parfois 1/2 de sérum dans le mélange 
toxine-+sérum. 

Lorsque, dans une série de tubes renfermant des doses crois- 
santes de sérum la réaclion se manifeste, par exemple, a partir 
du taux minimum de 1/5 de sérum, elle ne croit pas en inten- 
sité avec augmentation de sécum dans Je milieu. Elle est fré- 
quemment moins nette dans les tubes reafermant les plus 
fortes doses de sérum que dans ceux immédiatement précé- 
dents. (Voir tableau A, schéma des réactions.) 

Le phénoméne es!, soit trop irrégulier, hatif (quatre & six 
heures) dans certains tubes, tardif dans le voisin (vingt a vingt- 
quatre heures), soit trop léger a son début, soit tro) différeut 
dans ses manifestations (opilescence, petits flo:ulats, amas 
nuageux léger unique), pour qu il soit possible de déterminer 
avec certitude dans une série de tubes celui ott se manifeste en 
premier lieu la réaction : le tube de « floculation initiale », 
comme avec la toxine diphtérique, méme en faisant les obser- 
valions & la lumieére artificielle, & incidence latérale oblique et 
en chambre noire. 

Les conditions dans les juelles on obtient les meilleures réac- 
tions sont les suivantes : mise & l’étuve a 37°, pendant six 
heures environ, puis ila température du laboratoire. Le chan- 
gement brusque de température (mise a la glaciére) ne parait 
pas favoriser lapparition des floculats ; au co traire, une tem- 
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pérature trop basse parait la retarder. L’addition de 1a If gouttes 
de formol au 1/10° pour assurer la stérilité du milieu (4 45 cent. 
cubes) ne géne nullement la réaction. 


SA SPECIFICITE. 


La réaction est spécifique. En utilisant une toxine de B. 
perfringens, dont la propriété de donner une floculation avec un 
sérum anti-perfringens a été bien vérifiée, on n’obtient aucune 
réaction, ni en présence de sérums normaux, ni en présence 
de sérums provenant de chevaux préparés contre les autres 
microbes de la gangréne gazeuse. 

Ainsi, dans une de nos expériences, le sérum de cheval n° 237 
(sérum anti-perfringens) mélangé dans la proportion de 41/5° 
avec une toxine anti-per/ringens donne un gros floculatnuageux 
tres net, en suspemsion dans le milieu du tube, au bout de 
six heures d’étuve; dans la proportion de 1/410°, ce méme 
sérum a donné avec la méme toxine de petits floculats, plus 
fins, apparaissant un peu lardivement et surtout trés nets au 
bout de vingt-quatre heures, lorsqu’ils se sont rassemblés au 
fond du tube en un léger dépét. 

La méme toxine est mélangée, aa méme moment, dans les 
mémes conditions et placée en méme temps a l'étuve en pré- 
sence de sérums anti-vibrion septique (n* 331 et 338), de 
sérums anti-a@dématiens (n* 120 et 122), de sérums anti-histo- 
lytique (n* 312 et 313), de sérum anti-sporogénes (n®* 371 et 
377) eten présence de deux sérums normaux ; dans aucun cas, 
la moindre réaction n'est observée, méme au bout de vingt- 
quatre heures et plus. 

Nous avons effectué aussi un contréle supplémentaire consis- 
tant & placer des sérums anti-perfringens en présence des bouil- 
fons simples ou glucosés utilisés comme milieux de culture - 
pour nos anaérobies; le contact n’entraine aucune opalescence, 
ni, & plus forte raison, aucune floculation d’ordre aspécifique. 

Bien que nous ayons surtout fait porter nos essais sur les 
sérums anti-perfringens et la toxine de B. perfringens, nous 
avons constalé des opalescences et floculations spécifiques 
analogues par mélange de toxines du Vibrion septique et du 
B. histolytique avec les sérums correspondants. 
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IDENTITE DES RESULTATS OBTENUS AVEC LES SERUMS ANTITOXIQUES, 
ANTIMICROBIENS OU MIXTES. 


La réaction de floculation n’est pas particulitre aux sérums 
antitoxiques. Nous l’avons observée aussi bien avec le sérum 
n° 233 provenant d'un cheval préparé uniquement avec la 
loxine filtrée (sérum antitoxique pur) qu’avec toute la série 
des sérums 4 la fois antitoxiques et antimicrobiens des-chevaux 
préparés avec de la toxine centrifugée, c’est-a-dire renfermant 
encore une certaine quantité de corps microbiens. Nous avons 
obtenu des opalescences et des floculats trés nets également 
avec le sérum du cheval n° 239 préparé exclusivement avec 
des émulsions en eau physiologique de corps formolés {sérum 
purement antimicrobien] (1). 

De l'ensemble de tous les essais effectués & notre laboratoire 
ressort impression trés nette que, pratiqués dans les conditions 
oti nous avons pu les obtenir jusqu’a présent, il est impossible 
d’utiliser la réaction de floculation pour déterminer Ja valeur 
relative des divers sérums, comme cela a déja été noté par 
Weinberg, Prévot et Goy. 

Rappelons, pour terminer ce paragraphe, que les deux 
sérums (n° 228 et 236), qui n’ont pas donné la floculo-agglu- 
tination précoce se différencient justement de toute la série 
des sérums anli-per/ringens que nous avons examinés par le fait 
quils ne renferment pas de floculines (essais de floculation 
nestés négalifs). 


INFLUENCE DE ‘LA FILTRATION. PERMEABILITE DU FILTRE. ABSENCE 
OU PRESENCE DE CORPS MICROBIENS. 


L’intensité des réactions obtenues lorsque l’on met en pré- 
sence une toxine perfringens et un sérum anti-per/ringens s'est 
montrée constamment tres différente selon que l’on emploie 
pour un méme sérum : 

1° Des toxines filtrées ou des toxines centrifugées ; 


(1) Wernsero et Barorre, Sérums antitoxiques, sérums antlimicrobiens. C. R. 
Soc. Biol.,‘97, p. 1328. 
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2° Des toxines filtrées sur des filtres plus ou moins perméa- 
bles. 

Il est exceptionnel que les toxines filtrées sur bougies Cham- 
berland L2 donnent des floculats trés abondants ; ceux-ci sont 
toujours extvémement discrets ; le plus souvent méme, la réac- 
tion est nulle. 

Pourtant, les mimes cultures filtrées sur bougie Chamber- 
land Li (beaucoup plus perméable) donnent des toxines qui 
renferment certainement plus de produits solubles, floculables; 
avec ces derniéres, on obtient beaucoup plus réguliérement des 
réactions bien visibles. 

Les floculats les plus nets, gros floculat nuageux unique, ou 
petits floculats nombreux se réunissant ensuite en dépéot au 
fond du tube, s’observent lorsque lon utilise des toxines filtrées 
simplement sur un filtre en terre d'infusoire (filtre en papier, 
colmaté au préalable avec de la terre d’infusoires, puis stéri- 
lisé), ou des toxines centrifugées jusqu’a éclaircissement com- 
plet. 

Nous avons vérifié la stérilité des diverses toxines ainsi 
obtenues, par ensemencement des filtrats, au début et & la fin 
de la filtration. En dépit de la grande perméubilité des bougies 
Chamberland LA, le B. perfringens, en raison de sa taille, ne les 
traverse pas. Les toxines perfringens filtrées sur bougies L2 et 
Li, sont done absolument débarrassées de corps microbiens; 
les ensemencements d’épreuve sont négatifs. 

Par contre, malgré une limpidité apparente parfaite, les 
toxines obtenues par filtration sur terre d’infusoires et, bien 
entendu, a plus forte raison, les toxines méme longtemps cen- 
trifugées, donnent des ensemencements de contrdle positifs; 
elles renferment donc encore quelques éléments microbiens. 

Un sérum qui ne donne aucune réaction avec une toxine 
filtrée sur bougie L2, donne trés souvent une réaction déja 
trés visible avec la méme toxine provenant de filtration sur 
bougie Li et des floculats tout & fait nels avec cette méme 
toxine filtrée sur terre d’infusoires ou simplement centrifugée, 

Il résulte de ces expériences : 1° que les produits so- 
lubles floculab/es de la toxine sont partiellement retenus par 
les filtres, et d’autant plus que ceux-ci sont moins perméables ; 
2° que les toxines filtrées (ou pour mieux dire simplement cla- 
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rifiées) par passage sur terre d’infusoires ou centrifugées, 
renferment toutes leurs matiéres floculables ainsi que quelques 


microbes. Elles donnent des réactions particuligrement nettes 
(voir tableau B, a). 


RENFORCEMENT DE LA REACTION 
PAR LES CORPS MICROBIENS HOMOLOGUES 
(PRESENTS OU SURAJOUTES). 


Il nous restait & vérifier ce point essentiel : si, dans ces der- 
niéres réactions particuliégrement accusées, les rares microhes 
restant dans les toxines jouent un réle de simple présence, ou 
ont une part effective dans le renforcement de la réaction. 

D’une méme culture de B. perfringens de vingt-quatie 
heures en bouillon glucosé, préparons une toxine filtrée sur 
bougie L2, une toxine filtrée sur bougie L1, ainsi qu’une toxine 
centrifugée. Essayons ces trois toxines vis-a-vis du sérum 
n° 219 par exemple. 

Nous constatons avec la toxine fillrée sur bougie L2 que le 
milieu reste absolument clair, méme aprés vingt-quatre et qua- 
rante-huit heures de contaet. La réaction est absolument 
négative. 

Avec la toxine filtrée sur bougie L1, la réaction se borne 4 
une simple opalescence, ou dans certains tubes & un dépdt 
nuageux, léger, trés discret. 

Avec la toxine centrifugée, le dépét est plus nettement 
visible; des floculats sont méme apparus au bout de quatre a six 
heures d’éluve dans certains tubes. 

Si nous faisons, en méme temps et striclement dans les 
mémes conditions, une expérience complémentaire en faisant 
agir la méme toxine filtrée sur bougie L2 qui donne une réac- 
tion négative avec le sérum 219, en présence de traces de corps 
microbiens obtenus par centrifugation et ajoutés au milieu 
avec une pipette trés effilée, en quantilé infime, ne changeant 
en rien sa limpidité, nous observons réguliérement un floculat 
parfaitement net, abondant et plus compact. La réaction oblenue 
est supérieure & toutes celles observées dans les séries précé- 
dentes, méme avec la toxine centrifugée. 

L’addition de traces de B. perfringens venforce donc la réac- 

42 
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tion au point de rendre parfaitement nette Vaction sur le 
sérum des quelques substances solubles, non retenues par le 
filtre L2, et qui, seules, étaient absolument incapables de 
donner des floculats. 

De méme que nous avons vu, au début de ce travail, que 
laddition de traces de substances solubles contenues dans la 
culture totale accélére et renforce considérablement lagglutina- 
tion, nous constatons ici que laddition de traces de corps 
microbiens renforce également la floculation produte par la 
mise en contact des substances sulubles de la culture et du serum 


anti correspondant. 


ACTION DE GERMES MICROBIENS NON SPECIFIQUES. 


Que se passe-t-il si, au licu d’ajouter a la réaction des traces 
de microbes correspondants, on y ajoute des traces d’un autre 
microbe? 

Considérons exemple d’une de nos réactions : 

Le mélange de sérum anti-perfringems n° 237 et de toxine 
perfringens filtrée sur bougie L2 ne nous donne aucune réac- 
tion visible. 

Si & ce mélange nous ajoutons des traces de B. perfringens 
(microbes seuls repris aprés centrifugation) nous observons en 
quelques heures a l’étuve la formation de floculat, tres net, que 
Yon relrouve précipité le lendemain au fond du tube. 

Si, au lieu d’ajouter des B. perfringens, nous mettons dans 
une série de tubes des traces de Vibrion septique et dans une 
autre série des traces de B. putrificus, au bout de plusieurs 
heures d’étuve, on n’observe aucune réaction (pas plus que dans 
le mélange toxime fillrée sur bougie L2-+-sé:um). Par contre, 
ie lendemain (vingt-quatre & trente heures) et mieux encore 
quarante-huit heures aprés, on remarque au fond des tubes un 
tres faible dépét, qu'une observation attentive seule peut 
déceler par agitation légére du milieu. Ce dépdt est toujours 
insignifiant & coté de celui obtenu par addition de traces du 
microbe homologue : B. perfringens. Tout parait se passer comme 
si les microbes hétérogénes (Vibrion septique ou B. putrificus 
dans nos essais) ajoulés, au lieu de se déposer par leur propre 
poids, étaient collectés et entrainés par le floculat spécifique que 
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on ne pergoit pas dans le mélange toxine fillrée L2 + sérum 
seuls. Il y a simplement entrainement des microbes : Vibrion 
septique ou B. putrificus, mais la réaction nes’en trouve nulle- 
ment renforcée. Cet entrainement de germes étrangers & la 
réaction spécifique est & rapprocher du phénoméne déja noté 
par un de nous el Séguin (1) lorsqu’é une émulsion de microbes 
aagelutiner par leur sérum spécifique on ajoute des proportions 
variables de germes étrangers & la réaction elle-méme. 

Le renforcement de Vaction réciproque d'une toxine et du 
sérum anti est done possible par addition de traces de corps 
microbiens en quantités infinitésimales, ne troublant nulle- 
ment la limpidité du milieu, mais ce renforcement n’a lieu 
qu’avec le microbe correspondant homologue; les germes 
étrangers sont simplement entrainés sans aucun bénéfice pour 
Vintensité de la réaction (voir tableau B, b). 


lll. — Examen 4 I'ultra-microscope. 


Nous avons étudié a l’ultra-microscope le phénoméne que 
nous venons de décrire (voir Planche III zs). 

La puorocrarHié IT est celle d’un floculat obtenu par action 
d'un sérum anti-perfringens sur une toxine perfringens fillrée, 
c'est-a-dire absolument exempte de microbes. Ce floculat 
d’apparence amorphe se résoud & lultra-microscope en fines 
eranulations colloidales; cet aspect est absolument identique a 
ce que l’on observe quand on examine, dans Jes mémes condi- 
tions, le flocuiat obtenu avec la toxine diphtérique ou la toxine 
tétanique filtrées en présence de leurs sérums respectifs. 

La exorocraeniz V est celle dun amas de B. perfringens 
agelutings, La préparation vient d’une agglutination effectuée 
avec une émulsion de microbes centrifugés, puis repris par 
Veau physiologique. Sur le fond noir de lultra-microscope, les 
microbes paraissent violemment éclairés par leurs contours. En 
dehors des amas, il y a peu de microbes libres. On ne trouve 
aucune trace de floculat dans la préparation, Jes produits 


(1) Wetnserc et Sécuin, La gangrene gazeuse, 1917, p. 59. 
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solubles de la culture ayant élé éliminés presque totalement. 

Entre ces deux termes extrémes : 

Sérum + produits solubles seuls (absence de microbes) et 
sérum -+ microbes seuls (absence de produits solubles), nous 
avons fait photographier une préparation : . 

D’un floculat obtenu avec une toxine centrifugée; 

D’un floculat obtenu avec une toxine filtrée et additionnée 
de corps microbiens; 

D’une floculo-agglutination (ag 
diluée). 

La pnotocrapuie IL (floculat de toxine perfringens centri- 
fugée) nous montre l’aspect colloidal granuleux du floculat des 
toxines filtrées, dans lequel sont répartis les quelques corps 
microbiens restant toujours dans la toxine centrifugée. Dans 
cerlaines préparations, ces microbes se disposent sous forme de 
mosaique a la surface des flocutats. 

La puorocrapue II est prise sur une préparation d’un préci- 
pité obtenu par mélange d’une toxine perfringens filtrée sur 
bougie Chamberland L2 et de sérum anti-perfringens avec 
addition de corps microbiens (sans addition de ces corps 
microbiens, toxine et sérum ne donnaient aucune réaction 
visible). On distingue le floculat qui a entrainé les microbes, 
ceux-ci élant encore jJuxtaposés, mais pas agglutiné, & propre- 
ment parler. 

Dans les préparations du dépdt des agglutinations obtenues 
avec des cultures totales diluées (floculo-agglutination), on est 
frappé presque exclusivement par le nombre et la taille des 
amas de microbes agglutinés, tels que les représente la photo- 
graphie V. Normalement, il est impossible de discerner, dans 
ces amas, méme des traces de matiére floculée. Celle-ci existe 
en quantilés tellement minimes qu'elle est littéralement noyée 
dans les amas microbiens. 

Exceptionnellement, en pratiquant une floculo-agglutination 
avec une culture riche en toxine et partiellement débarrassée 
de ses microbes par une trés courle centrifugation, nous 
avons pu obtenir une réaction typique comme le montre !a 
pHoTocraPHigE IV. On y voit un énorme amas ow les microbes 
sont nettement agglulinés. En quelques points de la péri- 
phérie, on devine des traces de floculat léger et peu abondant. 


glutination d'une culture 
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A. — Schéma des réactions. 


NUMERO DES TUBES. ...... 


Sérum (gouttes)...... of] Lb || LU STIMULI I WE] BS ROS ORO PORTE TL 
Toxine (cent. cubes). . . 2,0) 2,0) 2,5) 2,5)2,512,5/2,5) 2.5 | 2,512.5 
Zone moyenne des réactions. 0) JEW COE | {] Ses) Ss eel) ses sel are 
Aprés 4 a 6 heures d’étuve. . Opalescence ; quelquelois floculats. 
INDE CA! INOUE. o 5 on 0 6 & Floculats ou dépot floconnenx. 


B. — Résumé schématique des principaux résultats. 


Réaction généralement nulle 
+ Toxine fillrée sur bougie Ly. } oua peine perceptible. 
Réaction plus nette : opales- 
cence, puis floculats; quel- | 
) Sérum quefois floculats demblée. 
anti-P/. Réaction nette : opalescence 
ou floculats. Dépdot net en 


a filtrée sur lerredinfusoires. 24 heures 


| + Toxine filtrée sur bougie Ly. 


Méme toxine filtrée Ly. 
Traces de microbes Pf. 


Réaction aussi nette qu’avec 


Toxine centri, ugée 
la toxine centrifugée. 


Les toxines filirées aussi bien sur bougies L, que L, sont absolument privées de 
microbes. Les toxines centrifugées ou filtrées sur terre dinfusoire, en dépit de leur lim- 
pidité absolue, renferment quelques microbes. 


Toxine filiree sur bougie Ly. Aucune réaction. 
Toxine flérée sur bougie L,. Réaction légére. 
+ Traces de Réaction neltte des la 4° ou 


microbes 6¢ heure. 
homologues: Pf. ( Dépot en 24 heures. 


b) Sérum 
Méme 
anti-P/. toxine 
filtrée 
sur 
bougie L,. 


+ Traces de Aucune réaction ou bout de 
microbes 6 heures. 

differents : Flocon a peine visible au fond 

V-S B.pulrificus. du tubs: en 24 A 48 heures. 


Conclusions. 


4° Liagglutination du B.' perfringens est beaucoup plus 
rapide et plus intense lorsqu’on cherche & établir le taux agglu- 
tinant d’un sérum anti-pérfringens, 4 la fois antitoxique et 
antimicrobien, non pas avec des microbes centrifugés et 
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repris avec de l'eau physiologique, mais avec une culture 
diluée. 

2° L’analyse de ce phénoméne a permis de montrer qu'il est 
lié & la présence, dans la culture de B. perfringens, de sub- 
stances solubles spécifiquement précipitables par le sérum 
correspondant. 

3° Quand on met en présence du sérum anti-perfringens une 
émulsion de microbes en eau physiologique, seules les aggluti- 
nines de ce sérum sont mises en ceuvre. Il n’en est pas de 
méme lorsque le méme sérum est mélangé avec de la culture 
diluée. Dans ce cas, & l’action des agglutinines s’ajoute celle 
des précipitines. L’action conjuguée de ces deux anticorps 
spécifiques a pour effet un renforcement considérable de chacun 
d’eux. En effet, si l'agglutination des microbes gagne en rapi- 
dité et en intensité par addition de substances solubles d'une 
culture de B. perfringens, \a floculation ou la précipitation de 
ces mémes substances solubles est aussi nettement favorisée 
par addition d’une quantité minime de corps microbiens. 

[1 s'agit donc d’une action conjuguée et réciproque que, sans 
préjuger de son mécanisme inlime, nous ne saurions autre- 
ment désigner que sous le nom de synergize. 

4° La synergie des anticorps n’est pas spéciale au sérum 
anti-perfringens, nous l’'avons bien observé, bien qu’a degrés: 
divers, pour tous les sérums spécifiques que nous avons eu 
Voccasion d’étudier. 

5° Elle est spécifique et ne s’observe que lorsqu’on mélange 
un sérum & étudier avec une culture diluée de microbes corres- 
pondants. Les quelques résultats positifs obtenus (d’ailleurs & 
un taux trés peu élevé) avec des sérums non spévifiques s’ex- 
pliquent par la présence éventuelle dans le sérum de cheval 
@anticorps normaux. 

6° On peut observer le phénoméne que nous avons étudié 
non seulement avec le sérum & la fois antitoxique et anti- 
microbien, mais aussi avec le sérum de cheval immunisé soit 
avec la toxine seule, soit uniquement avec des corps micro- 
biens. Cela tient qu’en réalité il n’existe pas de sérum exclu- 
sivement antitoxique, comme il nexiste pas non plus de 
sérum exclusivement antimicrobien; la toxine filtrée qui sert 
& immuniser les chevaux renferme toujours une quantité, si 
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minime quelle soit, de substances solubles provenant de la 
désintégralion de corps microbiens; d’autre part, les corps 
microbiens, débarrassés de l’exotoxine par centrifugation en 
eau physiologique, renferment dans leur intérieur des traces 
plus ou moins notables de toxine non encore excrétées. 

Ajoutons enfin que le phénoméne de synergie se manifeste 
non seulement pour les anticorps d’un méme sérum, mais aussi 
pour ceux des différents sérums qui entrent dans la composi- 
tion d’un sérum polyvalent, comme le montrent les faits 
observés dernierement par nous et sur lesquels nous aurons 
Yoceasion de revenir (1). 


Nous deyons les photographies de ce mémoire a notre col- 
légue Jeantel, 4 qui nous adressons nos plus vifs remerciements. 


(Vow planche IW bes). 


(1) Weinsere et Barotre, Synergie des anticorps du sérum antigangreneux 
polyvalent. C. R. de la Soc. de Brol., 98, 1928, p. 562. 


VACCINATION DES NOUVEAU-NES 
CONTRE LA TUBERCULOSE 
PAR LE VACCIN BCG EN ROUMANIE, 


par M. J. CANTACUZENE. 


C’est vers la fin de l’hiver 1926 que nous avons entrepris en 
Roumanie les premiers essais de vaccination des nouveau-nés 
contre la tuberculose au moyen du vaccin BCG préparé a 
l'Institut de sérologie de Bucarest d’aprés la méthode du pro- 
fesseur A. Calmette; d’abord dans la clientéle privée de 
quelques médecins qui en firent la demande, puis dans un cer- 
tain nombre dev Maternités de la ville de Bucarest: le Service 
de clinique obstétricale de la Faculté de Médecine, deux petites 
Maternités de quartier, dépendant de la mairie, une Maternité 
appartenant la Société de Bienfaisance « Principale Mircea » 
et enfin dans une créche importante, la créche « Sainte-Cathe - 
rine ». 

Ces premiers essais ne tardérent pas a étre étendus a tous les 
enfants nouveau-nés dans l'un des quartiers les plus populeux 
etles plus pauvres de Bucarest (quartier de Tei et de Panteli- 
mon); cette nouvelle tentative se poursuivit heureusement 
grace & la collaboration active des médecins communaux 
chargés de la surveillance sanitaire de ces deux arrondisse- 
ments. 

Tous les nouveau-nés indistinctement, quils appartinssent 
ou non a des familles de tuberculeux, furent dés le début sou- 
mis & la vaccination dans les cing établissements, ainsi que 
dans les deux arrondissements cités plus haut. De plus, une 
équipe spéciale composée d'un médecin-chef et dun certain 
nombre d’infirmiéres visiteuses pratiquait les vaccinations dans 
toutes les familles de tuberculeux, assistée par la Société de 
prophylaxie contre la tuberculose et par Pceuvre de prévention 
de la tuberculose chez les enfants. 
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Tel fut en résumé le bilan des neuf premiers mis de notre 
campagne de vaccination antituberculeuse. Nous avons tenu des 
le début & procéder méthodiquement et a limiter notre activité 
a un certain nombre de groupements bien définis; cela non 
seu'ement 4 ciuse de l’insuffisance des moyens pécuniaires, 
mais surtout dans le but de nous familiariser avec les difficultés 
que comporte l’application pratique de la méthode. 

Jajoute que dés le début les vaccinations furent accueillics 
avec la plus grande faveur et que les refus de se laisser vacciner 
ne se sont produits que dans des proportions infimes (& peine 
dans 2 p. 100 des cas). 

Liexpérience nous ayant prouvé que la méthode ne rencon- 
trait que des difficultés d’application assez facilement surmon- 
tables, et bien que nos moyens financiers fussent des plus 
réduits, nous nous efforcdmes, dés janvier 1927, de donner aux 
viccinations une extension plus grands. Un troisi¢me arron- 
dissement de Bucarest viat s’ajouter aux d:ux premiers; de 
plus, des vaccinations furent entreprises méthodiquement dans 
trois villes de province importantes, Jassy, Craiova et Cluj, et 
dans quelques centres; provinciaux d’importance moindre tels 
que Targoviste et Caracal. Nous avons tenu au cours de cette 
seconde année a n’éten Ire la pratique des vaccinations que 1a 
oti les autorités médicales locales en prenaient d’elles-mémes 
liniliative et venaient spontanément solliciter notre concours. 
Nous nous sommes toujours trés bien trouvés de cette régle 
prudente : elle a eu pour conséquence une application particu- 
li¢rement attentive et confiant» de la méthode. Des conférences 
faites dans plusieurs centres importants contribuaient pendant 
ce temps & familiariser le public avec lidée de la vaccina- 
tion. 

La confiance avec laquelle les vaccinations fureat acceptées 
partout au cours de cette deuxiéme année d'expérience, le 
dévouement qu’apportérent beaucoup de médecins a propager 
la méthode, les sollicitations nombreuses adressées par plu- 
si-urs villes de province a notre Institut, et enfin la certitude 
que les pouvoirs publics étaient disposés a nous accorder pour 
Vannée 1928 des subventions sérieuses devant assurer la fabri- 
cation du vaccin, tout cela nous décida a établir pour cette 
année un plan de campagne beaucoup plus étendu sans toute- 
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fois dépasser les limites imposées par les possibilités matérielles 
de toutes sortes. 

Jusqu’a présent les frais de la campagne entreprise par 
l'Institut sérologique de Bucarest avaient élé couverts en partic 
par une subvention de 200 lei accordée par la Société de pro- 
phylaxie de la tubercuiose, en partie par une somme que 
l'Institut avait préievée sur le produit de la vente des sérums et 
vaccins. A partir du 1° janvier 1928, le Ministere de la Santé 
inscrivit dans son budget une somme de 1 million de lei pour 
organisation et lintensification de la campagne de vaccination, 
la commune de Bucarest de son céoté accorda une somme 
budgétaire de 900.000 lei; enfin, | Administration des Chemims 
de fer, dans le but d’étendre petit.a petit les vaccinations aux 
familles de ses ouvriers et de ses employés, inscrivit & son tour 
dans son budget une somme de 500.000 lei. Nous pouvions 
compter dés lors sur une subvention annuelle fixe de 2.400.000 lei 
(un peu moins de 400.000 francs en monnaie francaise). Enfin, 
quelques grandes villes de province prévoyérent au budget com- 
munal des sommes plus ou moins importantes destinées a sub- 
venir aux frais de la vaccination antituberculeuse. 

Le programme de la campagne 1928 comprend : a) l’exten- 
sion de la vaccination antiluberculeuse aux nouveau-nés de 
toute la ville de Bucarest; 6) Vapplication systématique de la 
méthode aux nouveau-nés de dix villes de province (parmi les- 
quelles plusieurs avaient déja participé aux vaccinations de 
Yannée précédente). Les dix villes désignées sont: Craiova, 
Targoviste, Campulung, Pitesti, Caracal, Ploesti, Galatz, Cluj, 
Jassy, Chisinau; c) la vaccination des nouveau-nés dans les 
familles d’ouvriers et de fonctionnaires dépendant de lAdmi- 
nistration des Chemins de fer dans quatre des principaux 
centres d’ateliers (Pascani, Timisoara, Simeria, Brasov); d) la 
vaccination dans les familles ouvriéres appartenamt & 200 indus- 
triels importants (charbonnages de Pietrosani et usines métal- 
lurgiques de Resita), cette derniére partie du programme 
devant étre exécutée avec le concours pécuniaire et médical de 
la Caisse des Assurances ouvriéres, 

fin outre, il fut décidé de renouveler Vexpérience d’Oslo, 
dans deux écoles d’apprentis appartenant aux Administrations 
des Chemins de fer et des Assurances ouvriéres. 
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Ce programme, élabcré a la fin de 1927, a commencé A étre 
mis en application dés le début de la nouvelle année budgé- 
taire. I] est en ce moment en cours d’exécution. 


iat 


Le vaccin BCG se prépare & I’ Institul sérologique de Bucarest 
au moyen de lasouche qui nous a été fournie par le professeur 
Calmette et selon la méthode suivie & l'Institut Pasteur de 
Paris. Les cultures se font sur milieu liquide de Sauton; on 
interpose un passage sur pomme de terre biliée entre deux séries 
de huit passages chacune sur milieu de Sauton. 

La virulence du vaccin est réguliérement contrdlée toutes les 
trois semaines par Vinoculation au cobave. Jamais nous 
n’avons pu constater jusqu’ici la moindre exaltation de viru- 
lence méme aprés passage réitéré de cohaye a cobaye; jamais 
généralisation quelconque de la tuberculose dans lorganisme 
inoculé. 

Le professeur M. Ciuca, professeur d’Hygiéne a la Faculté de 
Médecine de Jassy, a été chargé par nous de préparer 4 son 
laboratoire et, d’aprés une méthode identique, le vaccin néces- 
saire & un certain nombre de départements de la Moldavie et de 
la Bessarabie. 

Le vaccin se prépare une fois par semaine; le soir méme de 
la préparation l'Institut expédie au service sanitaire communal 
de chacune des villes comprises dans notre programme la quan- 
tité de vaccin suffisante pour le nombre probable de naissances 
hebdonradaires. Chaque dose de vaccin est accompagnée des 
instructions nécessaires. Cette expédition se fait soit par la 
poste, soit pardes courriers spéciaux délégués a jour fixe par les 
communes intéressées. Quant & la ville de Bucarest, les quan- 
tités de vaccin nécessaires sont déposées le soir méme de la 
préparation & la Direction du Service sanitaire de la capitale 
qui en fait aussilot la répartition entre les médecins communaux 
des divers arrondissements. 

Le médecin communal, placé Ala téte du service sanilaire de 
chacun des arrondissements, surveille et contrdle lui-méme 
Vapplication de la méthode, dont lexécution est confiée aux 
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agents sanitaires et aux sages-femmes communales placées 
sous ses ordres. 

Deux fiches individuelles sont établies pour chaque vacciné : 
lunes, contenant l’observation compléte de l'enfant et de sa 
famille, reste entre les mains du médecin; l'autre, servant de 
certificat de vaccination, demeure dans la famille du vacciné. 

Une équipe spéciale, comprenant un médecin-chef et un 
groupe de cinq infirmiéres-visiteuses, est chargée pour la ville 
de Bucarest du controle & domicile des vaccinations et du soin 
des revaccinations. 

Le vaccin n’est pas mis dans le commerce et est distribué 
gratuitement a tous. 


itl 


A la fin de janvier 1927, c’est-a-dire dix mois aprés le début 
des vaccinations, on avait vacciné 938 enfants appartenant 
presque tous & la population bucarestoise. 

Aujourd’hui, c’est-a-dire @ la fin de mars 1923, vingt-quatre 
mois aprés les premiers essais de vaccination, le nombre total 
des enfants vaccinés en Roumanie est de 9.274: ce nombre se 
décom pose comme suit: 


BUCARES ta. sues ot emit 2 (ment Bom ee tone 6.083 vaccinés. 
Galatz2~ 22los GS eee ee 393 —_ 
JaSsy: cg: 8s) Son eel eae See 4.023 — 
Cli 8 oes! cue” cots Oe ape ao reg ae ee oo 
GralOVal inc wa fice Seeese shia aera eee 765 — 
Caracal? § he v Sesh Gina e eh  e eee e 434 — 
Pitestivis i fa lc eayad ae Se eet oe ee 57 — 
TareOVvisters co sn -: Gm oder eae ee ee 2 - 
CAM pPUlUN eta cen ere ee seas 153 _ 


soit 6.083 pour la capitale et 3.191 pour l'ensemble de la pro- 
vince ou les vaccinations ont été entreprises un an aprés avoir 
été commencées a Bucarest. 

Sur ce nombre total, 413 enfants ont déja subi la revaccina- 
tion, douze a dix-huit mois aprés la vaccination initiale, et 
toujours par voie buccale sans ingestion préalable de bile. 

Si lon rapporte le chiffre des nouveau-nés vaccinés au 


nombre total des naissances, on trouve les proportions sui- 
vantes : 
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POURCENTAGE  POURCENTAGE 
de vaccinés de non vaccinés 


LSUKERIYS She -g. haat eee 6 El ec 64,8 352 
Cala U77 eae arr egy pera oe Sali 90,9 il 
CT AO Vlereeere tere Br enna, St no) Ue 72,6 27,4 
Caracal ike ow epee ees ihm t was bes pe 72,8 Pile) 
Peat Meo Oa lor.) edeto: Be See mee amen 100 0 


Nous n’avons pu nous procurer les chiffres donnant pour 
les autres villes les proportions analogues. Le chiffre record 
de 100 p. 100 de vaccinés sur je nombre total des naissances et 
qui appartient & Ja ville de Pitesti ne porte, il est vrai, que sur 
un laps de temps de un mois et demi — les vaccinations ayant 
été commencées le 8 février 1928 — et la statistique s’arrétant 
au 23 mars 1928. Ce chiffre n’en est pas moins intéressant 
parce qu'il indique le zéle qu’apportent certains médecins & se 
faire les propagateurs de la méthode, et aussi la faveur avec 
laquelle le public roumain accepte la vaccination antituber- 
culeuse. 

Quant aux chiffres de 27,2 p. 100; 27,4 p. 100; 9,4 p. 100; 
35,2 p. 100, qui indiquent la proportion des enfants ayant 
échappé a la vaccination, ils sont trés loin de s’expliquer par 
des refus de vaccination. C’est ainsi que, pour la ville de Buca- 
rest, 3,5 p. 100 seulement des familles ont jusqu’ici refusé de 
laisser vacciner leurs enfants; quant au reste, les deux causes 
principales qui ont rendu la vaccination impossible sont ou 
bien les déclarations de naissance tardives, retard trop souvent 
imputable au manque de sanctions prises par l’autorité admi- 
nistrative; ou bien les déclarations de domicile fausses ou 
incomplétes, accident qui n’est pas rare parmi la population 
de certains quartiers pauvres. Une faible proportion des nou- 
veau-nés furent dispensés de la vaccination par le médecin lui- 
méme pour cause de débilité ou d’état fébrile. 


IV 


Une notion intéressante qui se dégage tres nettement de 
Vexpérience faite jusqu’en ce jour en Roumanie est que la 
mortalité générale, par l'ensemble des causes de mort, est 
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infiniment plus forte chez les non-vaccinés que chez les 
vaccinés (l’enquéte porte sur les enfants agés de moins d’un 
an). A ce point de vue tous les médecins chargés d’appliquer la 
méthode sont d'un avis unanime, et les données recueillies en 
Roumanie concordent parfaitement avec celles qui ont été 
réunies ailleurs. C’est ainsi que, a Craiova par exemple, sur un 
ensemble de 970 naissances, il y eut 695 enfants vaccinés et 
275 qui ne le furent pas; dans un espace de temps de huit 
mois, la mortalité générale fut de 26,4 p. 100 chez les non- 
vaccinés et de 6,4 p. 100 chez les vaccinés. Cette diminution 
de la mortalité générale en faveur des vaccinés porte surtout 
sur une catégorie d’affections : les broncho-pneumonies, qui 
tuérent 5,5 p. 100 des non-vaccinés et seulement 0,28 p. 100 
des vaccinés, et les maladies étiquetées « débilité congénitale » 
qui causérent la mort de 14,1 p. 100 des non yaccinés, et de 
2,3 p. 100 des enfants vaccinés. 

A Jassy, la mortalité générale a varié pendant les trois der- 
niéres années chez les non-vaccinés 4gés de moins d’un an 
entre 14,95 p. 100 et 15,20 p. 100; elle n’a été, en 1927, que 
de 5 p. 100 chez les enfants, vaccinés. 

A Caracal, au cours d'une expérience de cing mois environ, 
il y eut 24 p. 100 de morts sur les enfants non-vaccinés, et, 
pendant le méme laps de temps, une proportion de 4,5 p. 100 
seulement chez les vaccinés. 

Enfin, 4 Bucarest, o& la mortalité générale a varié chez les 
enfants agés de moins d’un an, de 20,4 p. 100 en 1925 a 22,1 
p. 100 en 1927 (4) elle a été de 1926 4 1927 (vingt et un mois) 
de 4 p. 100, chez tes vaccinés (239 morts pour 5.767 vaccinés). 

Nous donnons ici, 4 titre d’exemple, le tableau des causes de 
mort chez les vaccinés agés de moins d'un an de la ville de 
Craiova. On verra que la tuberculose n’y figure qu’avec un seul 
cas de tuberculose pulmonaire chez un enfant appartenant 
(ailleurs & une famille de tuberculeux (nous rappelons que 
sur 970 naissances, il y eut, entre le 145 mai 1927 et le 1°° mars 


(1) La morbidité et la mortalité générales ont été en augmentation pour 
toute la Roumanie de 1925 a la fin de 1927. Cet accroissement de l'une ou de 
autre ont porté notamment sur Ja diphtérie, la rougeole, la typhoide et Ja 
dysenterie, sans que les causes de cette variation puissent étre précisées. 
Comme on le voil, on constate 4 Bucarest une variation semblable dont le 
terme ullime a été apparition de l’épidémie de poliomy élite de 1927. 
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1928, 695 enfants vaccinés avec 45 morts et 275 non-vaceinés 
avec 75 morts). 


Morte. 


DIAGNOSTIC VACCINES NON-VACCINES 
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Quant a la mortalité par tuberculose chez les enfants vac- 
cinés elle est absolument minime: {1 cas i Bucarest sur 5.767, 
un aulre a Craiova sur 695 vaccinés; tous deux appartenaient 
a des familles de tuberculeux. 

En ce qui concerne les enfants nés en milieu tuberculeux, 
nous ne possédons encore que trés peu de données fournies par 
les villes de province; il est vrai que pour beaucoup d’entre 
elles le début de lexpérience est de date encore trop récente. 
Les renseignements sont beaucoup plus précis pour la ville de 
Bucarest oi l'on pratique des vaccinations depuis prés de deux 
ans : sur 101 nouvean-nés appartenant 4 des familles de 
tuberculeux en pleine évolution de la maladie et vaccinés par 
le BCG, on a constaté un seul cas de tuberculose pulmonaire 
avec infection bacillaire généralisée et aucun cas de méningite, 
ce qui donne une proportion de 0,99 p. 100 de tubercultsations 
chez ces enlants, !andis que, pour la méme ville de Bucarest, 
la proportion des enfants issus de familles de tuberculeux, non 
soumis & la vaccination et morts de tuberculose au cours de 
leur premiére année, est de 25 p. 100. 
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Nous avons pu réunir un certain nombre d observations de 
familles de tuberculeux dont tous les enfants sont morts de 
tuberculose (d’ordinaire tuberculose méningée) et ot la morta- 
lité a cessé de se produire a partir du moment ow la vaccina- 
tion par le BCG a été appliquée. Nous en avons cité quelques 
cas dans un travail paru dans les Annales de l'Institut Pasteur 
(mars 1927). En voici un tout récent (4) : famille X..., dans la 
ville de Caracal; mére alteinte de tuberculose pulmonaire, six 
enfants morts en bas age par méningile bacillaire, le septiéme 
enfant a é6{é vacciné par le BCG, il est entré dans sa deuxiéme 
année et a une santé prospére. 

L’on ne nous a signalé aucun accident de quelque impor- 
tance di a l’ingeslion du vaccin; certains médecins ont noté la 
coincidence chez quelques enfants d’un peu d’entérite au cours 
dela vaccination, particuliérement, semble-t-il, aprés l’absorp- 
tion de la seconde dose, enlérite qui disparait d’ailleurs rapi- 
dement sans laisser de trace. A Bucarest, on nous a signalé 
les cas de trois enfants qui, a l’occasion de la revaccination 
pratiquée au bout d'un an, présentrent une légére élévation 
thermique comprise entre 37°2 et 37°8 et s’étant prolongée pen- 
dant douze-irente jours, sans que d’ailleurs leur santé générale 
s’en soit le moins du monde ressentie. Y a-t-il lA relation de 
cause a effet? Il est impossible de Vaffirmer. 

Comme on le voit, la pratique des vaccinations antitubercu- 
leuses en Roumanie est en voie d’extension rapide; bien que 
non imposées par la loi, elles ne rencontrent jusqu’ici que 
peu dopposition, pas plus dans le public médical (sauf rares 
exceptions) que dans le grand public; certains songent déja a 
en inscrire l’obligation dans la loi sanitaire, ce qui nous 
semble irréalisable @ lheure actuelle, du moins en Roumanie, 
non pas que la preuve de lefficacilé de la méthode ne nous 
semble pas faite; mais parce que les condilions trés particn- 
liéres dans lesquelles doit s’effectuer cette vaccination supposerit 
une organisation considérable qui n’existe pas encore, et qui, 
pour un Institut comme le notre, ne peut étre réalisé sans 
disposer de moyens pécuniaires importants, 

Mortalité générale singuliérement réduite chez les vaccinés 


(t) Cilé par le D® Martz (de Caracal) : communication orale. 
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(un quart jusqu’a un cinquidme de la mortalité constatée chez 
les témoins); réduction énorme de vingt-cing fois au moins de 
la mortalité par tuberculose chez les enfants vaccinés et 
appartenant 4 des familles de tuberculeux, Vefficacilé dé- 
montrée, innocuité cerlaine : telles sont les notions qui, de 
méme que partout ailleurs, se dégagent de l’expérience faite 
Jusquw ici en Roumanie. 

Nous avons entendu, ca et 1a, soutenir autour de nous l’ob- 
jection du danger qu'il y aurait & introduire dans l’organisme 
des germes atlénués susceptibles de reprendre de la virulence. 
Bien que le contrdle méthodiquement effectué sur les cobayes 
dans tous les instituls oi l'on prépare le BCC ait amplement 
démontré le contraire, nous avons néanmoins fait poursuivre 
a l'Institut de sérologie des recherches systématigues sur 
Pévolution de Vinfection chez des cobayes inoculés avec des 
doses massives de BCG, puis soumis a des injections de tuber- 
culine. Ces animaux recurent ainsi des doses énormes de tuber- 
culine, les uns par voie intradermique en plusieurs séries 
dinjections séparées par des intervalles de quatre, cing jours, les 
autres par vole sous-cutanée, en plusieurs injections susces- 
sives séparées par des intervalles de plusieurs jours. Malgré la 
sensibilisation croissante des animaux a des doses de tubercu- 
line de plus en plus faible, on n’a pas noté la moindre alté- 
ration de leur santé générale, les animaux ont constamment 
augmenté de poids; les lésions dues a l’inoculation des bacilles 
sont restées localisées et ont toujours fini par se résorber sans 
manifester la moindre tendance extensive. Les passages de 
cobaye a cobaye sont restés eux aussi inefficaces. Malgré tous 
nos elforts, l'absence de virulence s’est toujours maintenue (1) 
et (2). Comme on le voit, ces expériences confirment celles de 
méme ordre qui ont été faites ailleurs et doivent suffire a 
rassurer amplement les esprits les plus timorés. 


(1) Nasta et Carzap. C. R. Soc. de Biol., 1928. 
(2) Carzar. Thése de Bucarest, 1928. 
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RECHERCHES EXPERIMENTALES 
SUR LES LESIONS NECROTIQUES 
PROVOQUEES 
PAR LES INOCULATIONS MASSIVES DE BCG 


par ‘M. J. ZEYLAND et Mme E. PIASECKA-ZEYLAND. 


(Travail de la Clinique infantile, Directeur Prof. Kk. Jonscher, 
et de l'Institut de Microbiologie médicale, 
Directeur Prof. L. Padlewski, 

Université de Poznan, Pologne.) 


Quelques auteurs, et particuliérement Kraus, Gerlach, Selter 
et Blumemberg, ont discuté la question de savoir'si, comme 
Vadmet Calmette, la culture vaccinale BCG est réellement avi- 
rulente, en invoquant ce fait qu’elle peut déterminer des 
lésions tuberculeuses, méme avec nécrose, chez les animaux 
inoculés avec des doses massives. 

Coulaud, dans le laboratoire de Calmette, n’a jamais pu 
obtenir de lésions nécrotiques chez le lapin, malgré quil eat 
injecté par voie intravemeuse des doses Gnormes de BCG. 

Ces résultats différents et, en conséquence, les interprétations 
contradictoires auxquelles ils ont donné lieu sur l’action patho- 
ene du BCG, ne peuvent étre expliqués que par de nouvelles 
recherches. 

Dans nos expériences nous avons utilisé des émulsions 
vaccinales préparées strictement selon les indications de Cal- 
mette. Nous avons eu d’abord a notre disposition une souche de 
BCG provenant de l'Institut d’Hygiéne de l’Etat & Varsovie, 
souche 1. PuisM. Calmettea bien voulu nous envoyer iui-méme 
une autre souche de son bacille, sowche 2 (1). Nous n’avons 


(1) Nous tenons a remercier tres yivement M. Calmette de ’empressement 
avec lequel il a bien voulu nous aider dans nos recherches en nous 
envoyant son BCG. 
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constaté aucune différence entre les pouvoirs pathogenes de ces 
deux souches. 

Toutes les précautions possibles ont été prises pour éviter la 
contamination accidentelle de nos cultures ou de nos animaux. 
Pendant toute la durée de nos expériences on n’a pas manipulé 
de cultures de bacilles tuberculeux virulents & |'Institut de 
Microbiologie. Nos animawx inoculés avec le BCG étaient isolés 
dans une chambre sans communications avec les comparti- 
ments des animaux infectés. 

Les animaux sacrifiés ou morts ont été soigneusement 
autopsiés et examinés bactériologiquement afin d’exclure toute 
infection accidentelle. 

Nous résumons ci-aprés les résultats des recherches faites 
sur 69 animaux (541 lapins et 18 cobayes). Comme le caractére 
des lésions dépend dans une certaine mesure de la mamiére 
dont l’infection a été réalisée, nous présentons nos expérienves 
successivement, en les groupant selon le mode d’inoculation. 


I, — Lé&sions PROVOQUEES PAR INOCULATIONS INTRAVEINEUSES. 


Dix-sept lapins ont été imoculés dans la veine marginale de 
Yoreille avec 15 4 20 milligrammes de BCG. Ces animaux ont 
trés bien supporté cette dose massive. L’autopsie et les examens 
histologiques ont confirmé les observations de Coulaud qui, 
par la méme vote, a inoculé aux lapins 15 milligrammes. Nous 
rappellerons seulement qu’on ne peut trouver de lésions que 
dans les poumons, dans la rate et dams le foie. Il s’agit d’une 
granulie de ces organes. Les lésions sont surtout importantes 
dans les poumons oti les follicules sont parfois visibles & Veil 
nu. 

Les follicules pulmonaires & la période d’évolution (c’est-a- 
dire au bout de quatorze 4 vingt jours) sont constitués surtout 
par des cellules épithélioides: parfois on y trouve aussi une 
cellule géante. Presque toujours les follicules renferment de 
nombreux baeilles. 

L’observation minutieuse du développement de ces follicules 
met en évidence ce fait que la plupart d’entre eux s’édifient 
dans les parois alvéolaires. On peut le plus facilement le cons- 
tater dans les stades plus précoces, ¢’est-a-dire dans les cing 
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premiers jours apres l’injection. Aufur et 4 mesure que s’accroit 
le petit follicule situé dans la paroi, il remplit les alvéoles voi- 
sins et alors, au bout de dix jours par exemple, il donne, sur 
la coupe, l’'impression d’un follicule formant le contenu d'un 
seul alvéole. Mais le rapport bipolaire des follicules avec les 
parois alvéolaires permet de déceler l’origine interstitielle de la 
plupart des follicules, et cela méme dans les excellents micro- 
photogrammes de Coulaud. Une petite partie seulement des 
follicules est d’origine intraalvéolaire et c’est lelfet de la 
pénétration des macrophages renfermant des hacilles. Nous 
avons pu l’observer aprés des injections de bacilles BCG vivants 
ou morts, confurmément aux constatations de Melchnikoff et de 
A. Borrel, et & celles de Nicol. 

Dans le foie se rencontrent des follicules trés petils, formés 
le plus souvent d’une cellule géante et de quelques cellules 
rondes renfermant des bacilles. 

C’est dans la rate que les lésions sont le moins prononcées. 
Cet organe est augmenté de volume et l’examen microscopique 
montre une hyperplasie des cellules endothéliales et réticulaires 
qui, bien souvent, donne naissance a des cellules géantes. 
Toutes ces cellules contiennent presque toujours de nombreux 
bacilles. 

Dans aucun de ces cas nous n’avons observé Ja moindre 
caséification. 

A partir du trentiéme jour, les bacilles deviennent de plus en 
plus rares et, vers le soixantiéme jour, on constate une régres- 
sion marquée des lésions. 


If. — Léstoxs PROVOQUEES PAK INOCULATIONS INTRA-ARTERIELLES . 


Dans cette série d’inoculations nous avons suivi la méthode 
de Friedrich. Aprés isolement de Vartére carotide gauche, on 
injecle dans le coeur gauche 4 cent. cubes d’émulsion de 
bacilles (1). Nous avons examiné jusqu’ici trois lapins inoculés 
par ce procédé : deux de ces animaux sont morts des suites de 
Popération,. 

Les lésions observées different des précédentes surtout par 


(1) Nous remercions trés cordialement M. W. Dega qui abien voulu faire 
toutes les opérations chirurgicales nécessitées par nos expériences. 
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leur localisation. En plus des lésions décrites ci-dessus, on 
observe dans le cerveau de petites infiltrations périvasculaires 
formées par des cellules rondes et épithélioides, renfermant de 
nombreux bacilles. Dans un de ces cas, nous avons pu trouver, 
au bout de quatorze jours, des bacilles isolés dans les glomé- 
rules du rein et cela sans aucune réaction du tissu. 


III. — L&sions provogutes 
PAR LES INOCULATIONS INTRACARDIAQUES. 


Ces lésions, qui ne furent pas toujours déterminées par des 
injcclions intracardiaques seules, mais plus souvent par des 
imoculations intracardiaques et intraveineuses combinées, se 
distinguent remarquablement des précédentes. Sur 12 animaux, 
9 ont recu en injection, dans Je ceur, 20 milligrammes de BCG ; 
les autres, une dose moindre. 

Peu de lemps aprés l’inoculation, on rencontre des bacilles 
dans presque tous les organes : dans les poumons, le myocarde, 
le cerveau, le foie, la rate, les reins, etc... Au début (jusqu’au 
douziéme jour aprés |’injection) les lésions ne different pas de 
celles que produisent les injections intraveineuses, mais le 
nombre de bacilles captés par les poumons est souvent considé- 
rable, ce qui s'explique facilement par le transport immédiat 
de 1émulsion injectée du ventricule droil au poumon. 

Dans la rate, nous n'avyons trouvé qu'une seule fois des 
bacilles. 

Les reins présentaient, dans quelques cas, dans les glomé- 
rules eux-mémes el dans leur voisinage, des amas considérables 
de cellules rondes ct de leucocytes polynucléaires (glomérulite 
et péricapsulite aigué). Les glomérules contenaient de nom- 
breux bacilles. 

Nous admettons que l’injection a été faite dans ces cas dans 
le ventricule gauche puisque les lésions pulmonaires étaient 
peu marquees. : 

Ces petites particularités exceptées, nous avons conslalé chez 
cing animaux des lésions nécrotiques. Nous résumons ci-aprés 


nos observations a leur sujet. 


1° Lapin n° 30/27, sacrifié quinze jours aprés injection intracardiaque et 
intraveineuse de 20 milligrammes de BCG, souche 7. Consistance des pou- 
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mons augmentée, surface de coupe un peu granuleuse, multiples follicules- 
occupant plusieurs alvéoles. Les follicules se composent surtout de cellules 
épithélioides. Fréquemment, ils contiennent au centre un foyer nécrotique 
(microphotogramme 1). Dans les follicules on trouve de nombreux bacilles, 
souvent aussi des formes d’apparence actinomycosique du BCG. La rate est 
augmentée de volume 4 cause de lhyperplasie des cellules réticulaires. Les 
autres organes sont sans lésions. 

2° Lapin n° 11/27 (poids initial: 2.230 grammes), sacrifié seize jours apres 
injection intracardiaque de 20 milligrammes de BCG, souche 7 (poids terminal 
2.49) grammes). 

Dans les poumons on trouve de petits foyers gris de tissu granuleux ren- 
fermant des débris de bronches et d’alvéoles, possédant parfois un revéte- 
ment épithélial formé de cellules cubiques. Les cellules épithélioides de ce 
tissu contiennent des bacilles. Dans le hile du poumon droit on trouve des 
nodules de tissu granuleux et des amas nécrotiques contenant des bacilles. 
Les autres organes ne présentent pas de lésions tuberculeuses. 

3° Lapin n® 31/27, sacrifié vingt jours apres injection intracardiaque et 
intraveineuse de 15 milligrammes de BCG, souche 7. 

Dans les poumons, multiples follicules formés par des cellules épithé- 
lioides et par des cellules géantes avec nombreux bacilles. Dans le hile 
gauche, un nodule de 29 13 X 8 millimétres de dimensions, formé d'un tissu 
granuleux avec foyers nécrotiques (microphologramme 2). Les bacilles sont 
nombreux; souvent ils forment des amas avec des filaments d’aspect acti- 
nomycosique. 

49 Lapin n° 15/27 (poids initial : 41.400 grammes), inoculation dans le coeur 
(peut-ctre dans le médiastin?) avec 20 milligrammes de BCG, souche 7. 

Au début, augmentation de poids (2.130 grammes au bout de cinquante-cing 
jours par exemple), puis chute et mort au bout de soixante-dix-neuf jours 
(1.320 grammes). Dans le médiastin on trouve des nodules caséeux (lun de 
dimensions de 30 X 16 X 12 millimétres et l'autre de la moitié du premier); 
dans le mésentére, dans l’épiploon et sur le péritoine, nodules caséeux mul- 
tiples, plus petits que les précédents. Le caséum démontre une intense 
karyorrhexie, des masses calcifiées et des amas de bacilles. Les organes 
eux-mémes ne présentent pas de lésions tuberculeuses. C’est pourquoi nous 
pensons que linjection n’a pas été faite dans le cceur, mais dans le médiastin. 
Cependant, les lésions de la cavité péritonéale restent inexpliquées. 

5° Lapin n° 18/27 (poids jinitial: 1.175 grammes), sacrifié cent jours apres 
inoculation intracardiaque de 20 milligrammes de BCG, souche 7 (poids ter- 
minal 1.430 grammes). 

A lendroit méme qu’a traversé laiguille 4 injection on observe un nodule 
caséeux de la dimension d’un grain de poivre, renfermant des masses ealci- 
fiées ef des amas de bacilles, entouré d'une coque de tissu fibreux adhérent 
au péricarde. Les autres organes sont indemnes de lésions, a l'exception de 
pelits foyers périvasculaires de cellules rondes dans le cerveau et d'une 
coccidiose du foie. 


IV. — Li&sions provogues PAR INOCULATIONS INFRAPERITONGALES. 


Treize cobayes sont inoculés dans la cavité péritonéale, 
comme l’a fait Kraus, avec des doses de 20 milligrammes 
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de BCG. Um cobaye a. été inoeulé par la méme voie avee la 
dose énorme de 65 mibligrammes de BCG et il l’a supportée 
assez bien, ainsi que la plupart des animaux infectés par cette 
méthode. 

Sacrifiés, chacun aprés un laps de temps différent, ils pré- 
seutérent 4 Vautopsie des granulomes, tuberculeux renfermant 
de nombreux bacilles dans l’épiploon, dans le mésentere et 
sur le péritoine, sauf un cobaye sacrifié au bout de quatorze 
jours, chez lequel un minutieux examen macroscopique et 
microscopique n’a pu faire découvrir aucune lésion tubercu- 
leuse malgré qu il ait regu la dose considérable de 20 milli- 
grammes. Les lésions observées, different des granulomes 
tuberculeux typiques par la présence de polynucléaires, tantat 
disséminés parmi les autres cellules, tantét agglomérés et for- 
mant des abcés froids. Le tissu de ces granulomes montre une 
parfaite vascularisation sous forme de nombreux capillaires 
(microphotogramme 2), ce qu’a également noté Sternberg sur 
les préparations de Kraus. 

Dans cette série d’animaux infeclés nous avons constaté des 
lésions nécrotiques dans quatre cas : 


40 Cobaye n° 22/27 (poidsinitial : 210 grammes), sacrifié vingt-huit jours apres 
inoculation intrapéritonéale de 20 milligrammes de BCG, souche 2 (poids ter- 
minal 250 grammes). 

Dans l’épiploon et dans le mésentére se trouvent des nodules dont le plus 
grand, adhérant aux intestins, atteint la dimension d'une noisette. Dans la 
paroi abdominale, & Vendroit de linjection, unjabceés froid s’est formé. Les 
nodules se composent d'un lissu de granulomes tuberculeux renfermant des 
amas de polynucléaires et de nombreux bacilles. Par endroits, des amas de 
cellules présentent des images de karyorrhexie et de pyenose (début de 
nécrose). Les autres organes sont indemnes. 

2° Cobaye n° 19/27 (poids initial : 280 grammes), sacrifié trente-six jours apres 
inoculationde 20 milligrammes de BCG, souche 1 (poids terminal 359 grammes). 

Nodules de l’épiploon et du mésentére atteignant les dimensions d’une not- 
sette, surtout dans la région périportale. La structure histologique ne differe 
pas de celle décrile & propos du cobaye n° 22/27. Le foie présente une infil- 
tration de cellules rondes dans les espaces intracellulaires : les poumons 
montrent des foyers d’alvéolite catarrhale. Les autres organes sont sans 
lésions. 

3° Cobaye n° 24/27 (poids initial : 360 grammes), sacrifié quarante et un jours 
aprés inoculation de 20 milligrammes de BCG, souche 7 (poids tenminal 
420 grammes). 

Dans la paroi abdominale, & l’endroit de l'injection, on découvre un abces ; 
répiploon forme un gros rouleau; les nodules du mésentére atleignent les 
dimensions d’um petit: pois: L’épiploon et les nodules se composent dun 
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tissu de granulomes tuberculeux riche en capillaires, avec de nombreux 
bacilles et des foyers nécrotiques parfois entourés d’une coque fibreuse. 
Dans le foie, quelques amas disséminés de cellules rondes renferment des 
bacilles. 

4° Cobaye n° 42/27 (poids initial : 333 grammes), sacrifié trente-quatre jours 
aprés inoculation intrapéritonéale de 20 milligrammes de BCG, souche 2. 

L’épiploon, formant un rouleau de 8 millimétres d épaisseur, est conslilué 
par un tissu de granulomes tuberculeux contenant de nombreuses cellules 
géantes. Petits abcés par endroits. Cellules chargées de bacilles. Un foyer de 
nécrose entouré de polynucléaires et de fibres conjonctives. Dans le foie, 
infiltrations de cellules rondes sans bacilles. 


Les*résullats fournis par ces expériences montrent que, pour 
les inoculations intraveineuses, bien que la dose employée par 


MicropnoToGramME 1. — Lapin n° 30/27 : Granulie du poumon, quinze jours 
aprés injections intracardiaque et intraveineuse de 20 milligrammes 
de BCG. Les follicules sont formés surtout par des cellules épithélioides. 
Des follicules contiennent a leur centre un foyer nécrotique. 


nous soit plus considérable, ils sont identiques & ceux constatés 
par Coulaud; les follicules ou granulomes observés n’abou- 
tissent jamais & une caséificalion. 

Par contre, les inoculations intrapéritonéales ont provoqué 
des lésions, parfois nécrotiques, comparables 4 celles que 
Kraus avait signalées, de sorte que les observations de l’un et 


LESIONS NECROTIQUES PAR INOCULATIONS MASSIVES DE BCG 639 


de l’autre de ces deux auteurs, si contradictoires en apparence, 
sont parfaitement exactes. 

Ces expériences répélées par nous, et surtout celles oa nous 
avons modifié les conditions d'infeclion en injectant le BCG 
par l'artére carotide dans le coeur gauche, ou directement dans 
le ceeur droit, nous donnent impression que les foyers nécro- 
tiques n’apparaissent jamais lorsque le mode d’inoculation 
permet la dispersion parfaite de l’émulsion bacillaire, soit dans 
lYorganisme enlier (aprés inoculation duns l’arlare carotide, par 
exemple), soit dans un seul organe (dans les poumons aprés 
inoculation dans la veine de l’oreille, par exemple). 

ll importe done de préciser les conditions dans lesquelles le 


MickopHoToGramME 2. — Lapin n° 31/27 : Nodule du hile pulmonaire, vingt 
jours aprés injections intracardiaque et intraveineuse de 15 milligrammes 
de BCG. Nombreux capillaires dans le tissu de granulome. Deux foyers de 
nécrose; un petit foyer en haut et une partie d’un grand foyer nécrotique 
en bas. 


BCG peut produire des lésions nécrotiques. C’est pourquoi 
nous éludierons d’akord les cas ot une nécrose s'est 1éalisée 
aprés inoculation intracardiaque. 

Nous altribuons & une agglomération massive des bacilles 
dans les poumons Ia nécrose centrale des tubercules pulmo- 
naires du lapin n° 30/27, agglomération prouvée par la pré- 
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sence de formes d’apparence actinomycosique et provoquée par 
Vinjection directe dans le cceur droit. 

Chez les autres lapins du méme groupe, 0° 44,34; 15 ch 18, 
la nécrose parait avoir été déterminée par Vinjection d'une 
partie de l'é6mulsion bacillaire dans le médiastin (lapins n° 15, 
41 et 31) ou par Vinfection du trajet dinoculation (lapim 
n° 418). 

Ici encore la nécrose a donc été la conséquence d'une agglo- 
mération massive dans le tissu. 

Toutefois, les lésions tuberculeuses caséifiées, trouvées dans 
la cavité péritonéale du lapin n° 415 apres inoculation dans le 
médiastin, restent inexpliquées, 8 moins d’admettre que |in- 
jection ait atteint un trone vasculaire du médiastin. 

Des lésions caséeuses n’apparaissent pas toujours apres les 
inoculations intrapéritonéales massives de BCG. Leffet si 
variable de celles-ci semble étre expliqué par la grande étendue 
relative de la cavilé péritonéale et par les mouvements péri- 
staltiques de l’intestin dont les effets peuvent modifier beau- 
coup les conditions de transport des bacilles. 

Pour établir la valeur de ces hypothéses, nous avons fait les 
expériences suivantes : 


V. — Lisions PROVOQUEES PAR INOCULATIONS INTRAPLEURALES. 


Afin d’éviter les conséquences du péristaltisme dans la cavité 
péritonéale et pour ne pas blesser les grands vaisseaux du 
médiastin, nous avons choisi dans cette série la voie d’inocula- 
tion intrapleurale. 

Or, nous avons obtenu des lIésions étendues et caséeuses 
dans chacun des trois cas ot nous avons injecté dans la plévre. 


Lapin n° 87/27 (poids initial : 1.300 grammes) inoculé dans la plévre droite 
avec une dose de 20 milligrammes de BCG, souche 2; mort au bout de hui 
jours par suite de météorisme. A l'endroit de linjection, une petite partie 
de poumon présente des foyers nécroliques contenant de rares bacilles; a la 
périphérie, on trouve un tissu granuleux renfermant des alvéoles tapissés 
@un épithélium cubique. Un nodule de 1,5 x 0, 25 & 0,25 centimetres adhére 
a la plévre el présente, a la coupe, des foyers néerotiques de la dimension 
@un grain de poivre. Le centre renferme des débris de l’émulsion bacillaire; 
la périphérie, un tissu de granulomes avec nombreux bacilles A formes fila- 
menteuses. 


2° Lapin n° 63/27 (poids initial :960 grammes), sacrifié vingt-deux jours apres. 


LESIONS NECROTIQUES PAR INOCULATIONS MASSIVES DE BCG 661 


inoculation dans la plévre droite, de 20 milligrammes de BCG, souche 2 
(poids terminal :1.130 grammes). L’autopsie fait découvrir, 4 l'endroit de l'injec- 
tion, un nodule de la dimension d’un grain de poivre, adhérent A la plévre; 
un autre nodule de méme dimension est situé dans le médiastin, pres de 
Vaorte. Ces nodules sont des granulomes tuberculeux contenant a leur 
centre une masse nécrotique avec de nombreux bacilles BUG a formes fila- 
menteuses (actinomycosiques). Une petite partie du poumon avoisinant 
montre un tissu de granulomes avec alyéoles possédant un revétement épi- 
thélial cubique. Dans Vintérieur du poumon, follicules 4 cellules épithé- 
lioides riches en bacilles. 

3° Lapin n° 64/27 (poids initial : 1.750 grammes), sacrifié vingt-cing jours 
aprés inoculation, dans la plévre droite, de 20 milligrammes de BCG, souche 2 
(poids terminal : 1.800 grammes). Un nodule adhérent a la plévre droite, de la 
dimension d'une noisette, est formé d'une goutte de l’émulsion bacillaire, 
entourée dune large masse nécrotique circonscrite par un tissu de granu- 
lomes tuberculeux renfermant des bacilles isolés. La partie avoisinant le 
poumon montre les follicules a cellules épithélioides, qui contiennent des 
bacilles. Les ganglions péribronchiques renferment aussi des cellules épithé- 
lioides. 


VI. — Lisions pRoVOQUEES PAR INOCULATIONS INTRARENALES. 


Nous avons obtenu les mémes résultats aprés inoculation 
directe dans le rein. On a, par voie extrapéritonéale, isolé le 
rein du lapin et, aprés incision de cet organe, on a inoculé une 
parcelle de culture de BCG dans son parenchyme. Le sang 
Gpanché et coagulé a fermé la blessure rénale. Sur 4 lapins 
infectés par ce procédé nous en avons examiné deux et nous 
avons pu mettre en évidence des lésions nécrotiques trés 
étendues. 


4° Lapin n° 69/27 (poids initial : 300 grammes), inoculé par le procédé ci- 
dessus décril; sacrifié au bout de yingt jours (poids terminal: 1.485 grammes). 
Dans le rein inoculé, on trouve un nodule de Ja dimension d’un petit pois, 
spécialement dans la zone corticale, formant protubérance a la surface. Ce 
nodule est constitué par des masses nécrotiques entourées de tissu tuber- 
culeux. Dans les foyers de nécrose, grands amas de bacilles 4 formes acli- 
nomycosiques. . 

20 Lapin n° 76/27 (poids initial : 1.370 grammes), inoculé par le méme pro- 
cédé, sacrifié au bout de vingt-cing jours (poids terminal : 4.590 grammes). 
Dans le rein inoculé, nodule de 15 X i1 X40 millimétres de dimensions,formant 
protubérance A la surface du rein. Ce nodule renferme des masses uécro- 
tiques avec amas bacillaires et tissu de granulomes tuberculeux riche en 
bacilles A formes filamenteuses. 


Ces expériences ont confirmé notre hypothése que la nécrose 
constatée par nous est provoquée par des agglomérats de 
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bacilles, donc dans des conditions comparables a celles décrites. 


par certains auteurs qui ont étudié le pouvoir pathogéne des 
bacilles tuberculeux mors. 

Gamaleia, par exemple, aprés injections intrapéritonéales, 
Sternberg, apres injections intraveineuses, Roger et Simon, 
apres injections intrapéritonéales et intrapleurales, ont obtenu 
des Iésions nécroliques en utilisant des bacilles tuberculeux 
morts. 

Bien que des expériences semblables, faites par Kraus, avec 
le BCG sur des cobayes, aient ecu un résultat négatif, nous 
avons voulu les répéter également avec le BCG mort. 


VII. — Ltsions FRoVOQUBES PAR INJECTIONS INTRACARDIAQUES 
pe BaAcitLes BCG morts. 


Nous avons injecté dans le cur, a 8 lapins, 20 milligranmes 
de bacilles BCG tués par chauflage a l’autoclave a 120° pendant 
trente minutes et nous les avons sacrifiés aprés des lemps 
variables (un & soixante jours). Au début on rencontre des 
bacilles dans tous les organes viscéraux. 

Apres cing jours, on trouve partout de petits follicules. 
Apres onze jours, les lésions sont les mémes, mais sans 
bacilles, et, au bout de vingt jours, il n’existe plus que des 
races de lésions tuberculeuses. 

Ces expériences montrent qu'on ne peut pas attribuer la 
nécrose observée par nous, aprés les injeclions intravascu- 
lanes, aux embolies provoquées par une émulsion peu homo- 
géne, amsi que l’a expliquée Coulaud dans d’autres cas. Notre 
émulsion de bacilles tués n’a jamais produit de nécrose cen- 
trale des follicules. 

I} nous semble que cette différence d’action pathogéne doit 
élre interpréiée comme étant leffet de variations dans le 
nombre des bacilles. Les doses inoculées ne sont constantes 
qu’au moment de l’injection. Dans les cas ot |’on a inoculé des 
bacilles vivants, il faut addilionner !’effet du nombre inconnu 
de bacilles qui se sont multipliés dans lorganisme animal. 
C'est pourquoi nous avons employé de plus grandes doses de 
bacilles BCG morts dans les expériences suivantes. 
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VIII. — Lisions 


APRES INJECTIONS DE PLUS GRANDES DOSES DE BACILLES BCG MORTS, 


Pour 6viter aux animaux l’injection d’une trop grande quan- 
tité de liquide, nous nous sommes servis, dans cette série 
d’expériences, d'une émulsion qui contenait 20 milligrammes 
de bacilles morts par centimetre cube. Nous avons pratiqué les 
injections aux lapins dans la veine marginale de l’oreille et 
dans la plévre, et aux cobayes dans la cavité péritonéale. Nous 
avons aussi injecté directement dans les reins de lapins une 
parcelle de culture tuée. Dans 4 cas nous avons obtenu des 
lésions nécroliques : 


1° Cobayes n° 37/27 (poids initial:370 grammes, poids terminal : 350 grammes), 
sacrifié vingt-trois jours aprés injection intrapéritonéale de 57 milligrammes 
de bacilles morts. Dans l’épiploon et dans le mésentére, de mulliples nodules 
atteignent les dimensions d’un gros poids avec des granulomes tuberculeux 
et nombreux bacilles. Dans les nodules, petits abcés ou parfois le tissu pré- 
sente une intense karyorrhexie et pycnose de noyaux (débuts de nécrose). 
Le foie et la rate sont couverts de granulomes tuberculeux. Dans le paren- 
chyme du foie, on remarque de petits amas de cellules rondes renfermant 
des bacilles isolés. 

2° Cobaye n° 38/27 (poids initial :370 grammes, poids terminal : 370 grammes), 
sacrifié vingt-neuf jours apres injection intrapéritonéale de 38 milligrammes 
de bacilles BCG morts. Nodules de I’épiploon et du mésentére ayant l’aspect 
de ceux du cobaye n° 37/27. 

3° Lapin n° 1/28 (poids initial : 2.380 grammes), inoculé dans le rein avec 
bacilles BCG morts, sacrifié aprés vingt et un jours (poids terminal 
2.355 grammes). Dans le rein inoculé, on trouve un nodule de la dimen: 0. 
d’un grain de poivre, 4 peine proéminent a la surface. Ce nodule est formé 
d'un tissu de granulomes tuberculeux renfermant de nombreux bacilles et 
de multiples cellules géantes. Au centre, quelques foyers nécrotiques con- 
tenant de gros amas bacillaires. La nécrose ne différe pas de celle pro- 
voquée par les bacilles BCG vivants. 

4° Lapin n° 2/28 (poids initial : 1.975 grammes) inoculé comme le précédent, 
sacrifié apres vingt et un jours (poids terminal : 2.050 grammes). Leslésions 
constatées Al'autopsie ressemblent 4 celles décrites chez le lapin précédent, 
seulement le nodule dans le rein inoculé est plus volumineux (de la gros- 
seur d'un petit pois). I! est presque totalement nécrosé et entouré d'une 
mince couche de tissu de granulome tuberculeux. 


Ces derniéres observations prouvent qu’on peut aussi bien 
provoquer de la nécrose avec des bacilles BCG morts qu’avec 
des bacilles BCG vivants. De plus, elles démontrent que de 
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petits follicules peuvent se trouver dans le foie aprés inocu- 
lation intrapéritonéale, non seulement des bacilles BCG vivants 
(cobaye n° 24/27), mais aussi des bacilles BCG morts (cobaye 
n° 37/27), exactement comme apres les inoculations de bacilles 
tuberculeux virulents tués par chauffage ainsi que l’ont signalé 
Grancher et Ledoux-Lebard. 


La constatation faite que le BCG peut, dans des conditions 
trés spéciales, produire des lésions tuberculeuses, méme avec 
nécrose, ne saurait ¢lre en aucune maniére invoquée a. l’en- 
contre des vaccinations antituberculeuses par le BCG, ces 
vaccinations ne donnant jamais lieu & une agglomération mas- 
sive de bacilles. 

Elle présente, néanmoins, un certain intérét si Pon admet 
la these de Kraus, Gerlach, Selter et Blumenberg, qui sou- 
tiennent qu'une souche bacillaire, pour conslituer un bon 
vaccin anlituberculeux, doit étre pourvue d’une certaine viru- 
lence, quoique atténuée. D’aprés ces auteurs, le BCG est jus- 
tement doué de cette faible virulence, puisqu’il peut provoquer 
des granulomes tuberculeux, et particuliérement des lésions 
nécrotiques. Calmette et son école affirment, au contraire, que 
le BCG est parfaitement avirulent. 

lLimporte done de préciser le sens exact du terme virulence. 
Or, la virulence est Vaptitude des microbes & se multiplier 
dans l’organisme animal et 4 provoquer des processus mor- 
bides. Dans ce sens, le BCG est avirulent, puisque sa propa- 
gation dans lorganisme, si celle a lieu, ne se manifeste pas par 
des phénoménes morbides. Le BCG, pourtant, présente une 
toxicité signalée par Calmette, qui a démontré qu'il est un bon 
antigéne et quil preduit de la tuberculine. 

Crest & celte toxicité qwil faut attribuer la propriété qu’a 
le BCG, vivant ou tué par la chaleur, de provoquer, lorsqwil 
est injecté a hautes doses, des lésions tuberculeuses méme sui- 
vies de nécrose. Mais, comme les toxines sont enliérement 
liées aux corps bacillaires et que la faculté de multiplication de 
ceux-ci dans lorganisme est trés réduite, on ne constate jamais, 
en fait, aucune généralisation du processus tuberculeux. 
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Exceptionnellement, de tout petits follicules renfermant de 
rares bacilles s’observent dans le foie aprés inoculation intra- 
péritonéale de BCG, mais c’est un processus passif et tres 
limité, constaté aussi aprés injection de bacilles morts, comme 
nous avons pu le démontrer. 

Les lésions provoquées par les fortes doses de BCG sont 
d’ordinaire strictement localisées et elles 6voluent naturellement 
vers la guérison. Les animaux en supportent fort bien des 
doses énormes. 

Il nous semble qu'il est permis de comparer l’action locale 
du BCG a celle du Bacille de la fléole, de Timothée (Moeller). 
Lubarsch, inoculant aux lapins une culture de ce bacille, a pu 
obtenir des lésions caséeuses histologiquement identiques a 
celles de la tuberculose. Et pourtant on ne dira pas que le 
bacille de Yimothée soit virulent. On ne peut pas soutenir 
davantage la virulence du BCG. 


En résumé, 69 animaux de laboratoire (51 lapins et 18 cobayes) 
ont été inoculés par nous avec des doses massives de BCG, le 
plus souvent 15 a 20 milligrammes. Les lapins inoculés par 
voie intraveineuse présenlent des lésions identiques a celles 
observées par Coulaud (follicules non caséifiées). Les cobayes 
inoculés dans le péritoine présentent des lésions semblables a 
celles décrites par Kraus (tubercules, parfois caséeux). Une 
partie des lapins inoculés dans le cceur, et tous les lapins ino- 
culés dans la plévre et dans le rein, ont fait des lésions tuber- 
culeuses avec nécrose, identique a celle qu’on peut aussi oblenir 
apres injections de bacilles BCG ou virulents tués par chauflage. 


CONCLUSIONS. 


Les bacilles BCG peuvent provoquer des lésions nécrotiques 
lorsqu’on les introduit expérimentalement dans des conditions 
qui permettent l’agglomération de bacilles dans les tissus. La 
nécrose peut ety en résulter, comme apres les inoculations 
de bacilles BCG morts. Cette propriété nécrosante est due aux 
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eudotoxines. Elle est comparable a celle que présentent quelques 
saprophytes acido-résistants. 

Dans les conditions de la vaccination antituberculeuse, le BCG 
est inoffensif. 
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CULTURE DU BACILLE TUBERCULEUX 
SUR MILIEUX SYNTHETIQUES 


ESSAI DE GENERALISATION DE LA NOTION D’EQUILIBRE 
ENTRE LES ELEMENTS CONSTITUTIFS DES MILIEUX DE CULTURE, 


par Aubert FROUIN et M"* Mayirs GUILLAUMIE (1). 


Les recherches classiques de Raulin sur l’Asyergillus niger 
ont donné & la méthode des cultures sur milieux synthéliques 
chimiquement délinis, instituée par Pasteur au cours de |'étude 
de la fermentation alcoolique, la précision et la stireté qui lui 
manquaient pour servir a l'étude rigoureuse de la nutrition des 
microorganismes. On se rappelle que Raulin, apres une longue 
série d’essais, a réussi a conslituer pour |’ Aspergi//us un milieu 
qui, sans slérilisation préalable, donne, dans des conditions 
physiques bien déterminées, une culture pure, vigoureuse, de 
poids constant et supérieur a celle obtenue sur un liquide orga- 
nique naturel a égalité de substances nutritives. Il a montré que 
tous les éléments de ce milien concourent a |’oblention du rende- 
ment maximum en poids, et déterminé leur coefficient d’utilité 
en les supprimant un & un. Il a constaté qu’en l'absence de 
certains d’entreeux, quiln’utilisailqu’a l'état de traces, comme 
le zinc, la culture avait encore lieu, mais subissail une diminu- 
tion appréciable de poids (2). A la notion d’éléments indispen- 
sables (ceux en absence desquels tout développement normal 
est impossible), s’ajoutail ainsi celle d’éléments favorisants. 

Nous nous sommes demandé si cetle notion d’éléments 
favorisants est absolue ou relative, c’est-a-dire si un élément 
dit favorisant l’est toujours par lui-méme ou seulement dans 


(1) Ce mémoire était en préparation lorsqu’est survenue la mort de mon 
maitre A. Frouin. Je lai achevé et je crois répondre 4 son voeu en appelant 
Yattention sur l'importance de la composilion des milieux et des propor- 
tions relatives des éléments de ces milieux sur la nutrition des micro- 
organismes (M. G.). 

(2) Javitirer, Lepierre ont complété cette observation et signalé que 
l Aspergillus niger peut étre entretenu pendant de longues années par ense- 
mensements successifs sur des milieux dépourvus de zinc. 


hi 
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certaines conditions. Pour résoudre cette question, qui nous a 
été suggérée par les premiers résultats ohtenus avec le bacille 
tuberculeux et que nous exposerons tout d’abord, nous avons, 
en utilisant & nouveau ce bacille, systématiquement étudié les 
variations de l’action favorisante d’un élément donné le fer, en 
fonction de sa concentration dans le milieu, du pH et de la con- 
centration des éléments indispensables. Cette élude, que nous 
avons complétée par celle des variations de la richesse du microbe 
en substances minérales et en substances grasse suivant la com- 
position du milieu, nous a permis de constater que l’abondance 
de la culture dépend des proportions relatives de éous les 
constituants du milieu. Nous verrons que des essais sembla- 
bles faits avec des microorganismes autres que le bacille 
tuberculeux, cultivés sur des milieux synthétiques différents, 
ont donné des résultats analogues et permis de généraliser 
cette notion d’un équilibre nécessaire entre les éléments consti- 
tutifs des milieux de culture. 


PREMIERE PARTIE 


L’équilibre des constituants minéraux du milieu. 
Influence sur la nutrition du bacille tuberculeux. 


A. — Eviments INDISPENSABLES. 


I. Résucrats guaciratirs (1). — Henri Martin (1889), aprés les 
travaux de Pasteur, Ad. Mayer, Raulin, sur la levure ou |’ As- 
pergillus niger, tente de cultiver le bacille tuberculeux sur des 
milieux chimiquement définis, dont le plus simple contient, 
comme substances minérales en solution dans l’eau, du chlo- 
rure de sodium, du sulfate de soude et du phosphate de potasse. 
I nobtient qu'un faible développement, ce quis’explique, ainsi 
qu’on le verra plus loin, par absence de magnésie. 

Kiihne (1892) constitue un milieu en ajoulant Ades substances 
azotées et carbonées chimiquement définies, soit les cendres de 


4. Dans ce paragraphe, réservé a l’étude de la composition minérale des 
milieux de culture du bacille tuberculeux, nous ne parlerons pas, intention- 
nellement,des éléments N et C, toujours employés a l'état de composés orga- 
niques (sauf pourtant quelquefois lazote), ni de loxygéne, ni de Vhydrogéne 
cependant indispensables a ce bacille comme a toute cellule vivante. ; 
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Vextrait de viande, soit une solution synthétique représentant 
la composition des cendres de l’extrait de viande (les éléments 
minéraux de cette solution sont les suivants : Cl, Na, 8, Mg, 
Ca, K, Fe, P), soit, finalement, une solution ne contenant que 
quatre substances minérales (nitrate de chaux, CIK, SOMe, 
PO«HAK). 
Proskauer el Beck (1894), ayant obtenu une abondante culture 
sur le milieu suivant : 0 gr. 25 phosphate Na-+-0 er. 125 ChMg 
+ gr. 5 CINa--4 grammes glycévine +0 gr. 4 leucine ++ un 
petit cristal de SO‘? (source de S)-+ eau : 100, concluent qu’un 
phosphate alcalin (ils ont employé le phosphate de soude), un sel 
de magnésium, une faible quantité d’un sulfate doivent suffire 
au développement du bacille tuberculeux. Ils prennent alors 
connaissance de la composition du milieu de Petermann (1) 
employé pour la culture des bacilles typhiques; ils l’addi- 
tionnent de glycérine et indiquent brievement les essais sui- 
vants de simplification minérale : d’aprés l'aspect de la cul- 
ture, ils voient que, dans ce milieu, le chlorure de sodium et 
le sulfate de K sont inutiles au développement du_ bacille 
tuberculeux; ils suppriment ces sels, ef, pour des raisons 
@ordre chimique, substituent le phosphate monopotassique 
au phosphate tripotassique ; le milieu. synthétique le plus 
simple auquel ils s’arrétent a done la composition minérale 
suivante : PO‘EPK : 0 gr. 5; SO‘Mg : 0 gr. 25; eau: 100. Leurs 
recherches établissent que ce milieu swffid au développement 
du bacille tuberculeux; leurs conclusions au sujet du K et du 
Na ne sont pas définitives et ils nindiquent pas avoir essayé la 
suppression systématique de l’un des éléments P, 8, Mg pour en 
établir la nécessité. De sorte que le milieu qu’ils indiquent 
peut ne pas étre, qualitativement, un milieu synthétique mini- 
mum pour le développement du bacille tuberculeux (2). 
Calmette, Massol et Breton (1909), au cours de leurs 
recherches sur la nutrition azotée du bacille tuberculeux, indi- 
quent qu'un bon milieu minéral peut ¢tre constitué de la fagon 


(4) Composition minérale du milieu Petermann : eau : 100 cent. cubes; 
PO‘K? : 0 gr. 5; SO4Mg : 0 gr. 25; SO*4K? : 0 gr. 255 ClNa : 0 gr. 15. 

(2) Un milieu minimum a une composition qualitative et quantitative déter- 
minée. Au point de vue qualilaltif il ne contient que les éléments indispen- 
sables au développement normal; au point de vue quantitalif il les contient 
en proportions justes suffisantes pour assurer ce développement. 
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suivante : CO*Na?: 1 p. 1.000; SO*Fe : 0,040; SOMg : 0,050; 
PO‘HK?: 4; C1Na:8,5. 

Lowenstein et Pick (1914) obtiennent des cultures sur 
milieu ne contenant ni S, ni Mg, mais seulement comme élé- 
ments minéraux les éléments suivants : P, Cl, Na. 

En juin 1912, A. Frouin et S. Ledebt publient les résultats 
de leurs recherches sur la culture du bacille pyocyanique et 
A. Frouin indique les résultats qu'il a parallélement obtenus 
avec le bacille tuberculeux. Les conclusions énoncées sont les 
suivantes : 

1° Les éléments P, 8, K, Mg, employés @ la concentration 
de 1 p. 1.000 & l'état de phosphate de potasse et de sulfate de 
magnésie, dans un milieu contenant 5 p. 1.000 d’asparagine, 
sont nécessaires & des degrés divers au développement du 
hacille pyocyanique : les éléments P, S, K sont indispensables 
au développement végélatif, tandis que Mg n’est indispensable 
qu’a la manifestation de la propriété biologique qui caractérise 
le microbe, c’est-a-dire 4 la production pyocyanine 

2° Les éléments P, K, Mg. sont indispensables au dévelop- 
pement du bacille tuberculeux (1). Dans le milieu synthé- 
tique indiqué addilionné d’une forte dose de Terres rares le 
bacille tuberculeux ne se développe pas. Les Terres rares ont 
délerminé la formation d’un précipilé qui a entrainé de la 
polasse, de la magnésie, de l’acide phosphorique. L’absence de 


(1) Protocole des expériences : Les milieux synthétigues expérimentés sont 
réparlis par 100 cent. cubes dans des fioles coniques de 250 cent. cubes 
Apres stérilisation, par un chauffage a 120° pendant vingt minutes, ils sont 
ensemencés, dans les mémes condilions, avec une ése de platine portant 
une parcelle du voile d'une culture, ou de cultures semblables, faites sur le 
milieu synthétique suivant : Eau 1.000 cent. cubes, PO4H?K; 1 gramme 
SO'Mg: 1 gramme; citrate Na : 4 gramme, 30 grammes de glycérine: 
5 grammes de glucose, 5 grammes d’asparagine, slérilisé et ensemencé lui- 
méme sept jours avant avec une culture adaptée depuis longtempssur bouillon 
de viande glycériné. Pour chaque milieu expérimenté, on ensemence 
40 fioles qu’on porte dans une chambre éluve réglée A 38-40°. Les cultures 
retirées au bout de quinze, trente, ou quarante jours, sont tuées par un 
chauffage de trente minutes a 100°, séparées du liquide nutritif par centrifu- 
gation, lavées 3 fois 4 l'eau distillée, essorées a la trompe, séchées d’abord 
a 38° puis dans le vide a poids constant. Les liquides nutritifs de chaque série 
sont addilionnés des eaux de lavages des cullures correspondantes, ramenés 
au méme volume, stérilisés et conservés pour les dosages. Les poids des 
microbes donnés dans les tableaux représentent la moyenne des récoltes 
obtenues sur les 10 fioles ensemencées pour chaque milieu expérimenté. Ils 
représentent donc la récolte faite sur 100 cent. cubes de milieu nutritif. 
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développement ne peut ¢tre attribuée a Ventrainement de « lun 
de ces éléments indispensables au développement du bacille 
tuberculeux » car auteur s’assure que « le liquide filtré ren- 
ferme encore du phosphore, de la potasse, de la magnésie » 
(Expérience réalisée avec un bacille du type bovin). 

3° Le magnésium, nécessaire seulement au bacille pyocya- 
nique pour la production de pigment, peut étre remplacé dans 
la culture de ce bacille par les sels de terres rares (Ce, La, Nd, 
Sm, Th) employés a faible dose, alors qu’il n'est pas rempla- 
cable par ces sels dans la culture du bacille tuberculeux. 

4° Le vanadate de soude ajouté au milieu synthétique de 
culture du bacille pyocyanique ne modifie pas l’abondance de 
la culture mais empéche la production de pyccyanine (1). Il 
favorise le développement du bacille tuberculeux et lintensité 
de son action, de méme que celle des terres rares, dépend de 
la dose employée. Nous reviendrons sur ce point dans la 
deuxiéme partie de ce mémioire. 

A peu prés dans le méme temps (septembre 1912) Sauton 
publie le résultat de ses travaux sur la culture du bacille 
tuberculeux et chiffre Vimportance de chacun des éléments 
P, S, K, Mg. Voici les résultats qu’il obtient avec un bacille du 
type bovin par 100 cent. cubes de milieu aprés vingt jours 
d’étuve & 38° sur le milieu synthétique qu’il indique. 


MICROBES SECS 
en grammes 


NMC UM SoU Res Commons 5 4 6 665 5 6 6 8 oe o 0,950 
Malieuiesy nibh eurquensal Sion american seen ree 0,04 
Milieu synthéetiquessamse BD i ..5 eke 0) 
MilKCtieswnthéetrqM@er san Sm\ViC ra wsmrsm wees! tooo nie 0h 0,04 
I MUTIC TE SHAMS ORO SRM IS 5 4 ho 6 0 6 6 6 BO 0 
Milieussymthetrquie Cams ehicr ms meecmn lets isn sO ae0 
” ByaUHION Ah ESIMS TEMG 6 5 so 5 oe ap oe oo Oe 0,650 


B. Sauton indique, en oulre, que K ne peut étre remplacé 
par Na, Coe, Li. 

Un peu plus tard (février 1913), Bezangon, A. Philibert et 
P. Boudin cherchent également A établir la composition la 

(1) Ce fait trés intéressant montre la possibilité de supprimer une pro- 


priété biologique caractéristique dans des conditions de développement qui 
paraissent satisfaisantes. 
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plus simple du milieu de culture du bacille tuberculeux; ils 
citent les travaux antérieurs de Proskauer et Beck, de Calmette, 
de Massol et Breton, Tiffeneau et Marie, A. Frouin, B. Sauton, 
et disent, aprés ces auleurs, que le bacille tuberculeux pousse 
bien A condition de lui offrir un composé phosphoré, un com- 
posé azoté, de la magnésie, de la potasse, de la glycérine; ils 
ajoutent que le magnésium ne peut élre remplacé par le sili- 
cium. Ils ne parlent pas du soufre. 

Nous avons continué les expériences de 1912, et, ainsi que 
nous l’avons indiqué, nous avons ajouté a une solution de 
citrate de soude a t p. 1.000 les éléments indispensables P, 5, k, 
Mg, & état de phosphate monopotassique, de sulfate de 
magnésie, & la concentration de 1 p. 1.000, ce qui constitue le 
milieu minéral suivant : 


Grammes 
IG) SHAK atten one Sh See 1 
SO{Ms... : ; 4 
Citrate Na (1). 4 
Eau dislillée 4.000 


Pour abréger, nous désignerons cette solution par le terme 
C, [constante minérale] (1). Elle est acide (2). Additionnée de 
40 grammes de glycérine et de 5 grammes d’Asparagine, elle 
constitue um milieu sur lequel le bacille tuberculeux conserve 
ses caractéres morphologiques et se développe aussi vite que 
sur bouillon de viande; elle permet, aprés culture, la prépara- 
tion d’une tuberculine sans peptone. Nous avons expérimenté 
avec quatre races de type bovin, deux de type humain et une 
de type aviaire. En l’absence de lun des éléments P, S, K, 
Meg, la semence ne se développe pas, ce qui démontre que ces 
6léments sont indispensables au développement du_ bacille 
tuberculeux. 

Nous avons signalé que les essais de remplacemen! du Mg et 
da K, respectivement par des métaux a propriétés chimiques 


(1) Nous avons yu que le cilrale de soude n’est pas indispensable au 
développement; mais comme il empéche, en milieu neutre, la précipitation 
du phosphate de magnésie, nous l'avons employé dans tous les: milieux pour 
avoir des résultats comparables. 

(2) Les pH donnés dans ce travail sont faits aprés stérilisation des milieux 
et déterminés colorimétriquement (indicateurs de Michaelis et gammes de 
Windisch, Dietrich et Kolbach) sauf ceux des milieux C,, Cs, Cyo, Coo, indiqués 
plus loin et que nous avons déterminés électrométriquement. 


DU BACILLE TUBERCULEUX SUR MILIEUX SYNTHETIQUES 673 


voisines, ont conduit a des résultats négatifs dans la culture du 
bacille tuberculeux; et Lobstein, infirmant les conclusions de 
Bouilhac, établit quel'arsenic ne peut se substituer au phospore 
dans les milieux de culture de ce hacille. 

L’ensemble de ces recherches élablit done nettement que les 
nombreux éléments minéraux P, 8S, K, Cl, Mg, Na, Ca, Si, Fe, 
Min, Gus Zn, ete... présents dans les milieux complexes (macé- 
rations, bouillons de viande) et par voie de conséquence, dans 
les microorganismes récoltés sur ces milieux, ne sont pas tous 
nécessaires & un certain nombre de microorganismes, et que, 
parmi ces éléments, le P, le S, le K, le Mg suf fisent au dévelop- 
pement du bacille tuberculeux et lui sont nécessaires. 


I]. Résutrats guantiratirs. — Tiffeneau et Marie ont constaté 
que, dans un milieu de Proskauer et Beck contenant 5 grammes 
de PO‘HPK, 2 gr. 5 de citrate ou de sulfate de magnésie, 
2 grammes de sulfate d’ammoniaque, 15 grammes de glycé- 
rine dans 1.000 cent. cubes d’eau, les résultats sont encore 
excellents avec 4 fois moins de magnésie et une quanlilé de 
phosphate notablement inférieure. 

. Nous avons diminué de 10 fois la constante minérale C, et 
obtenu des cultures moins rapides et moins abondantes. 

Nous n’avons pas poursuivi ces recherches de détermination 
des proportions minima des éléments indispensables au hacille 
tuberculeux capables d’assurer le développement de ce bacille. 
Nous avons surtout cherché a déterminer les doses maxima 
que peut supporter le microbe; elles peuvent provoquer des 
modifications morphologiques et biologiques du bacille tuber- 
culeux. 


Il est de nolion couraate dans les laboratoires de bactériologie que la 
virulence des microbes soumis a des repiquages successifs diminue dans 
les milieux usuels. Dans I’état aetuel de la pratique bactériologique, on ne 
peut pas savoir 4 quelle cause doit étre rapportée cette diminution de viru- 
lence. Les bouillons de viande peptonés glycérinés, employés dans les 
divers laboratoires, bien que préparés suivant la méme formule, sont tous 
différents les uns des autres, soil par la nature et la composition des pep- 
tones, soit par la concentration des sels. Ils contiennent sensiblement tous 
la méme quantité de glycérine ; on est donc tenté de rapporter cette diminu- 
tion de virulence & une diminution qualitative ou quantitative des aliments 
minéraux ou azotés. On peut espérer établir des milieux synthétiques chi- 
miquement définis qui, en présence de divers aliments carbonés et azolés, 
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pourront donner le maximum de rendement sous Vinfluence des yariations 
de concentration des éléments minéraux indispensables au développement 
et dans lesquels on pourra suivre les variations de composition de bacille, 
ainsi que les variations de ses propriétés biologiques et de sa virulence, 
qui sont corrélalives ou qui _dépendent de sa nutrition. 


Nous avons indiqué par ailleurs les raisons chimiques qui 
nous ont empéchés de multiplier par 5, 10 et 20 la concentra- 
tion de chacun des constituants minéraux du milieu C,. Nous 
avons alors constitué les milieux (1) C,, €,,, ©,, qui nous ont 
donné les résultats suivants avec le bacille Test aprés un mois 
d’étuve (aliment azoté : asparagine : 5 grammes, ou succinate 
d’ammoniaque: 5 gr. 75 par litre; aliment carboné : glucose, 
20 grammes, ou glycérine : 40 grammes par litre). 


MILIEU ( 


Asparagine + glucose 0,2 
Asparagine + glycérine. . . . 2. 0,247 0,323 0,788 4,149 
Succinate d’Am + glycérine . 0,242 0,375 0,588 0,889 


Ces chilfres montrent que le rendement augmente avec la 
concentration minérale. 


Nous avons constaté que les bacilles récoltés dans ces conditions ont une 
teneur en cendres d’autant plus grande que les milieux sur lesquels ils sont 
récoltés ont une concentration saline plus élevée et, au contraire, une teneur 
en graisses dautant plus faible que le milieu est plus riche en sels. Nous 
avons complété celte expérience d’orientation. Nous avons suivi, au cours du 
développement, les variations de rendement, celles du pH, des cendres et 
des graisses. Voici en un tableau les chiffres obtenus avec un bacille humain, 
race Test de l'Institut Pasteur, ensemencé sur les milieux C,, Cs, C.), addi- 
tionnés de 5 grammes d’asparagine et de 40 grammes de glycérine. 

Ces chiffres montrent que : 

a) Les récoltes sont dautant plus abondantes que le milieu est plus riche 
en sels el que, dans chaque milieu, elles atteignent, au cours du développe- 
ment, un poids maximum, puis diminuent de poids. 

4) Le pH varie au cours du développement; dans chaque milieu il tend 
vers la neutralité, puis s'acidifie de plus en plus. 

c) Les cendres des bacilles de méme Age augmentent avec la concentra- 
tion minérale et celles des bacilles récoltés sur un méme milieu diminuent 
avec lage. 


(1) Composition des milieux C,, Cy, Cyo, Coo. 


C, Ge (Orr ilies 
OP Geir IeVMININS Go 6.6.6 0 OA o 1 5) 10 20 
SO AMR CPPS, yh o oA oO 6 oo 6 1 1 2 4 
Citrate Na, oni grammes’. .m ese we ue nt ‘1 os i 10 


Hau, quaatilé suffisante, pour (cent. cubes). 1,000 1 “000 1.000 1 000 
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AGE = 2 

G BACILLES CENDRES GRAISSE 
des cultures Baze 
en jours en grammes p- 100 p- 100 


a | ee 
——_———————— 


CG, pH initial : 5,4. 


0,176 
0,204 
0, 246 
0,235 


C, pH initial : 5,03. 


0,281 
0,393 
0,304 
0,297 


C,, pH initial : 


0,272 
0,618 
0,595 
0,512 


d) Les graisses suivent une marche inverse ; elles diminuent avec la con- 
centration minérale du milieu, ou, autrement dit, elles diminuent quand la 
vitesse de développement croit (1); elles augmentent avec lage des bacilles. 


Dans le but de déterminer a quel élément minéral est prin- 
cipalement due l’augmentation de rendement, nous avons 
conslitué des milieux dans lesyuels nous n’avons fait croitre 
que la concentration du P (2) dans les proportions de 5, 10 et 
20. Les rendements obtenus en milieu acide, légérement infé- 
rieurs & ceux de l’expérience ci-dessus et obtenus dans les 
mémes conditions de température et de temps, montrent que la 
concentration de 1 p. 1.000 en PO‘H?K, employée dans le 
milieu C,, est déficiente en K et que l’augmentation de rende- 
ment dans les autres milieux est due & laugmentalion de la 
concentration en P. 


(1) Ce résultat obtenu sur milieux a concentration minérale croissante 
et a concentration fixe en glycérine sera A comparer avec celul que nous 
obtiendrons ultérieurement sur milieux contenant des quantités crois- 
santes de l’aliment carboné. 

(2. Nous avons pour cela ajouté au milieu C' des concentrations crois- 
santes de PO* H? Na. Le sodium étant inutile au développement, les varia- 
tions de rendement ne seront impultables qu’A l'augmentation de la teneur 


en P. 
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Ces diflérents résultats sont obtenus en milieu acide. Nous 
avons ensuite ensemencé, comparativement, avec du bacille 
Test, des milieux acides contenant 1 p. 1.000 de SO*Mg; 2,5 
p. 1.000 de citrate Na et des quantités croissantes de phosphate 
monopotassique, et ces mémes milieux neulralisés (pH 7), les 
uns par addition de soude, les autres par addition de potasse. 
Apres 20 jours d’étuve & 38-40°, les poids de microbes obtenus 
en présence d’asparagine (5 grammes par litre) et de glycérine 
(40 grammes par litre) sont notés dans le tableau suivant : 


Oantité de PO‘H?K, par litre, 


Cini Pachodaes, 5 4 6 nm Ge oe 6 tl! 5 10 20 
Poids des microbes en milieu 
non neutralisé, en grammes. 0,217 0,341 0,467 0,649 


Poids des microbes en milieu 

neutralisé par KOH, en 

STAM MVE Sia al cee eo ee a WR SsiTl 0,558 0,395 0,058 
Poids des microbes en milieu 

neutralisé par NaOH, en 

SraMMes.. co we wx .. 0,271 0,536 0,778 0,683 


Celte expérience montre ’augmentation de rendement en 
fonction du phosphate de potasse (1) (milieu non neutralisé) ; 
Vinfluence favorable de la neutralisation par la soude dans tous 
les milieux mais surtout dans les trois premiers; l’inflwence 
tres favorable de la neutralisation par la poltasse dans les 
milieux & concentration 1 et 5; effet nocif de l’addition d'une 
quanlité trop grande de K (milieux 4 concentration 10 et 20 
neutralisés par la potasse), ce qui élablit qu’un déséquilibre 
dans les proportions des éléments minéraux altere les pro- 
priétés biologiques du bacille tuberculeux. 

Ce phénoméne n’est pas spécial au bacille tuberculeux. Les 
expériences de Mazé, avec le Sterigmatocystis nigra et le mais 
cultivés en milieu aseplique, montrent que le rendement est 
condilionné par la loi des rapports physiologiques. Dans le cas 
du Sterigmatocystis nigra, Vauteur fait les cultures sur liquide 
de Raulin ou sur ce liquide moitié moins ou 16 fois plus con- 
centré. I constitue ainsi des solutions de concentration 1, 1/2, 


(1) Il serait intéressant de suivre les variations de la teneur en phosphore 
minéral et organique des bacilles récoltés sur ces milieux a concentration 
en phosphore croissante. 
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16 et, en outre, des solutions dans lesquelles la concentration 
de l'élément azoté est multiplié par 16. 
Voici les résultats trois jours aprés l'ensemencement : 


F 1 4 i 
Concentrations . 5 5+ 146 N 16 4 1+ 46N 16 
Poids obtenus 

dans 50 cent. 


cubes, en er.. 0,466 0,217 0,723 0,758 ORe 


rst) 
(oe) 


6 0,972 


Ces chiffres montrent que l’allération des rapports entre les 
éléments, sion prend IN comme unité, conduit & obtenir des 
rendements trés inférieurs & ceux des milieux 1/2, 1, 16 ow ces 
rapports sont constants. 

De méme, les expériences de M. Molliard, avec le Sterigmato- 
cysts nigra, montrent que Ja variation de la concentration d'un 
seul élément entraine un déséquilibre qui provoque des modifi- 
cations dans le chimisme de ce microorganisme. Ainsi une 
insuffisance des éléments P ou N diminue l’intensité des phé- 
noméenes respiratoires : le milieu s’enrichit dans le premier cas 
dacide oxalique, dans le deuxitéme cas d'acide citrique. 

En résumé, nous voyons quwun déséquilibre, provoqué dans 
les conditions indiquées par un exces de K ou dN ou insuffi- 
sance de P ou d@’N, modifie la nutrition des microorganismes 
considérés; d’out la nécessité absolue, dans la constitution de 
chacun des milieux synthétiques indiqués, d’employer les élé- 
ments indispensables K, N, P en proportions déterminées, les 
autres éléments étant laissés & une concentration fixe. 

Il serait nécessaire de faire la méme étude pour chacun des 
autres éléments indispensables afin d’établir que la conclusion 
que nous venons dénoncer s’applique, ainsi que nous le sup- 
posons, a tous les éléments du milieu. II serait intéressant de 
rechercher en outre s'il n’est pas possible d'inhiber l’effet 
toxique d’un élément employé en excés par ajustement des élé- 
ments présents dans le milieu ou par addition de nouveaux 
éléments n’ayant pas une valeur nutritive pour le microorga- 
nisme considéré, mais dont la nécessité serait relative 4 la com- 
position du milieu, afin d’établir que l’effet de chacun des élé- 
ments indispensables minéraux dépend non seulement du 
rapport de sa concentration & la concentration constante de 
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l'ensemble des autres, mais de la proportion de chacun des 
éléments du milieu. 

Dans la deuxidme partie de celte note nous verrons qu'il en 
est bien ainsi pour un élément favorisant : nous montrerons 
que l'intensité de son action sur l’abondance de la culture 
dépend non seulement de sa concentration mais de celle de 
chacun des éléments du milieu. 


DEUXIEME PARTIE 


L'équilibre des constituants minéraux du milieu. 
Influence sur la nutrition du bacille tuberculeux. 


B. — E vtments FAVORISANTS. 


I. D&reRMINATION DE QUELQUES ELEMENTS FAVORISANTS. — Nous 
avons recherché si les éléments non indispensables au bacille 
tuberculeux caractérisés dans les cendres de ce bacille cultivé 
sur milieux complexes favorisaient son développement et étudié 
en méme temps l’action de quelques éléments de méme famille 
chimique. 

Au milieu C,, additionné d’asparagiae el de glycérine, nous 
avons ajouté l’élément Fe dont laction favorisanle a été con- 
statée objectivement par Calmette, Massol et Breton, établie 
par Sauton, et infirmée par Bezancon, Philibert et Boudin. 
Nous avons employé le fer a la concentration de 1 p. 100.000 & 
l’état de citrate de fer ammoniacal et confirmé les résultats de 
Sauton avec des bacilles de type humain ou bovin. 

Les éléments Mn, Cu, Zn, ajoutés a des concentrations com- 
prises entre 1 p. 100.000 et 1 p. 1.000 au milieu précédent 
n’ont pas augmenté le poids de la récolte dun bacille de type 
bovin. De méme, Sauton indique n’avoir jamais obtenu d’aug- 
mentation de rendement par addition de Cl, Bo, Ca, Mn, Va, 
Zn, Al, & son milieu synthétique ne contenant que les éléments 
indispensables au développement du bacille tuberculeux (exp6- 
riences réalisées avec un bacille du type bovin). Par contre, 
daprés Baudran, le Mn ajouté & la concentration de 2 p. 10.000 
dans un milieu complexe est favorisant; d’aprés Lobstein, il l’est 
a la dose de 1 p. 100.000 et ne Vest plus aux doses de t p. 20.009 
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el 1 p. 3.000 (expérience avec un bacille du type humain cultivé 
sur milieu synthétique). 

L’un de nous a éiabli que le vanadium, ajouté sous forme de 
vanadate de soude (0 gr. 04 pour 100 cent. cubes) au milieu 
minéral C, additionné de 40 grammes de glycérine, 3 grammes 
de lactose, 5 grammes d'asparagine, favorise le développement 
d'un bacille de type bovin race L. P. de l'Institut Pasteur, et 
que l’action favyorisante du vanadium & une dose 10 fois plus 
grande est moins marquée; Que les sels des terres du groupe 
cérique ajoutés & la concentration de 1 p. 20.000 au milieu C, 
+5 grammes d’asparagine-+ 40 grammes de glycérine + 
3 grammes de laclose, maltose, lévulose ou glucose, ont une 
action différente sur le développement selon que le milieu est 
acide ou neutre : en milieu acide ils diminuent le rendement 
en poids de la culture et aprés plusieurs passages sur milieu 
ijentique, la culture se développe faiblement ou pas du tout 
(expériences avec un bacille humain, race Test de l'Institut 
Pasteur; pesée des récoltes aprés quinze, trente et quarante- 
cing jours d’étuve a 38°). En milieu neutralisé par la potasse, 
ils taugmentent; cependant a des doses élevées (1 p. 1.000) les 
sulfates de néodyme et de praséodyme ont empéché tout déve- 
loppement (bacilles du type bovin — race L. P. de l'Institut 
Pasteur — étuve: trente et quarante-cing jours). 

Nous avons signalé que les sels du groupe yttrique favorisent 
le développement a la dose de 1 p. 20.000 en milieu C, glycériné 
et glucosé, quelle que soit la réaction Ils n’exercent cette 
méme action favorisante en milicu simplement glucosé qu’en 
réaction alcaline : résullat obtenu aprés vingt jours d’étuve & 
38-39° avec le bacille Test de l'Institut Pasteur ensemencé sur 
le milicu €C,-+-5 p. 1.000 d’'asparagine 4+ 20 p. 1.000 de glucose, 
neulralisé par addition de soude. 

Ces résultats préliminaires sur les variations de laction 
favorisante de certains éléments en fonction de leur concentra- 
lion, de la composition du milieu et de la concentration en 
ions H, nous ont engagés & poursuivre ces recherches et a 
étudier de plus prés les conditions de l’action favorisante d’un 
élément donné : le fer (1). 


(1) Dans toutes ces expériences, les liquides nutrilifs avec ou sans fer, 
sont répartis dans des fioles en pyrex et ensemencés avec une culture ayant 
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II. ConpitioNs DE L’ACTION FAVORISANTE DE L'btéMeNntT > Fe. — 
a) Influence de la concentration de (’élément favorisant. 

Voici une expérience faite avec un bacille tuberculeux de 
type humain (race « Test » de l'Institut Pasteur) ensemencé sur 
le milien C, additionné, par litre, de 5 gr. 75 de succinate 
d’ammoniaque et de 40 grammes de glycérine. Aprés vingt 
jours d’étuve, les milieux contenant des quantilés croissantes 
de fer a l'état de citrate de fer ammoniacal ont donné par 
100 cent. cubes de milieu, moyenne de 10 fioles, les poids sui- 
vants de bacilles : 


GRAISSE GLYCERINE 


dans 100 grammes consommée 
par 1 gramme 


QUANTITE DE FER POIDS 


des microbes 


+ de bacilles ; 
dans le milieu (en grammes) de bacilles 


(en grammes) (en grammes) 


1 centmilliéme ... 1,105 ess 
A dix millnemie > 2 fet 1 142 15.08 
{eroiienne say ee 4,032 15,25 


La comparaison des rendements en poids permet de 
conclure qu’entre les limites de 1 p. 100.000 et 1 p. 1.000 il n'y 
a sensiblement pas de différence dans l’action favorisante du fer. 
Cependant l'étude de la composition de bacille tuberculeux (en 
particulier celle de sa teneur en matitres grasses), et la déter- 
mination dela quantité de glycérine consommée par 1 gramme 
de bacilles, montrent que ces concentrations différentes déter- 
minent des différences dans la nutrition du microbe. 

Dans une autre série d’expériences nous avons employé le 
fer & des concentrations inférieures a 1 p. 100.000; le milieu 
ensemencé avec la race Test est le milieu C, + 5 gr. 75 succi- 
nate d'ammoniaque +40 grammes glycérine; les cultures sont 
relirées apres vingt-cing jours d’étuve; les chiffres du tableau 
suivant montrent que des concentrations croissantes en 
fer, comprises entre { dix millioniéme et 1 cent milliéme, 
augmentent la vitesse de développement, et que les bacilles 
récoltés conliennent d’autant moins de graisses que leur 
vitesse de développement est plus grande. 


subi deux ou trois passages sur le milieu habituel sans fer, indiqué au pro- 
tocole des expériences. 
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RS SSS SESS FESR SESS EP EST SST SES SS EE SSSR SSP SEY 
POILDS GRAISSES 


QUANTITE Dé Fe des microbes dans 100 grammes 
en grammes de bacilles 


1 cent millieme 

{ millionieme. 

1 dix millioniéme . 
0 


L’ensemble de ces résultats montre que le poids des cultures 
croil & mesure que la concentration du fer augmente dans le 
milieu, puis reste stationnaire aux concentrations indiquées. I] 
aurait été nécessaire d’étudier Vinfluence des concentrations 
plus élevées du fer. Baudran a fait cette étude et il a tres brie- 
vement indiqué que la dose maximum de fer supportée par le 
bacille cultivé sur un milieu & base de glycérophosphates es| 
de 3 gr. 10 par litre. 

Nous avons vu, au cours de l'étude quantitative de la nutri- 
tion minérale du bacille tuberculeux, se préciser la notion de 
la nécessilé absolue d’employer un élément indispensable dans 
une certaine proportion pour obtenir un bon développement. 
Nous établissons a présent la méme nécessilé pour les éléments 
favorisants : Nd, Pr, Vn, Mn, Fe (1). 

Dans toutes les expériences ultérieures nous avons employé 
je fer A l'état de cilrate de fer ammoniacal 4 la concentration 
de 1 p. 100.000. 

b) Influence de la concentration minérale du milieu : Nous 
avons constaté que, dans les milieux contenant des concentra- 
tions minérales croissantes, l’action favorisante du fer est 
d’autant plus faible que la concentration minérale du milieu 
est plus élevée. 

Voici les résultats obtenus apres le seiziéme jour d’éluve 
avec le bacille Test ensemencé sur les milieux acides C,, 
C,, C,, additionnés, par litre, de 5 grammes d’asparagine et de 
£0 grammes de glycérine (les cultures ont alors, en général, 
atteint leur poids maximum) : 


(1) Rappelons que Javillier, Lepierre, en établissant Ja courbe d'action des 
éléments Zn, Cd, Gl sur le développement du Sterigmatocystis nigra, ont 
constaté que lorsque les éléments indiqués sont employés a une concentra- 
tion trop grande ils cessent de favoriser le développement de la Mucédinée 
considérée et deviennent méme toxiques. 
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Cy 
Fe ee 
i culture avec fer 
Microbes Rapport 
en grammes culture sans fer 


Milieu sansifer®. a aad see) 0,204 rye 
Milieu avec fer. ..... . 0,843 : 
Cs 
ra 
Microbes culture avec fer 
en grammes mappor cullure sans fer 
Milieu sans tee e ne nes Onadls ) 3.43 
Milieurayvecutensmsi. 1) cnesn eAyU9 j j 
Cao 
ee era ay 
Microbes culture avec fer 
en grammes tak culture sans fer 
Milieussans fers, <2 3 2a C0, 648 ) ee 
Milieu avec fer. ...... 0,828 \ ors 


Ces chiffres montrent que dans le premier milieu le fer qua- 
druple Je poids de la récolte alors que dans le dernier le rapport 
d’accroissement nest que de 1,33. 

Nous avons déterminé comparalivement la teneur en 
eraisse des bacilles récoltés sur ces milieux aprés dix, seize, 
trente et quarante jours d’éluve : 


C, Cr (Ory 
AGE e e cA 
MILIEU ee a ae PA 28 a 

en jours ae re 2 2S aE 28 
S55) © so | Meee | Se een een 
3° es ie ae nm ei 

& & Y 
ts Sans fer... . . . . .| 0,176] 43,40] 0,264 | 13,83 | 0,272 [48,20 
} Avec fer... =. . . = «| 0,282)||40,56)) 0,362 | 42.801) 0,263 43,54 
ig) Samsfer. .... . . .| 0,204] 20,92] 0,348] 19,45 | 0,618 [46,10 
) Avec fer. . .. =. . .| 0,843] 13,24] 4,094 | 46,22 | 0,828 |46,93 
a Sans fer... . . . . .| 0,246 | 23,37] 0,304] 29,89 | 0,595 }20,24 
vec fer... . ~~. . .| 0,635 | 14.60] 0,814 | 147,53 | 0,873 |23,64 
yo § Sans fer. . -.. ~~ .| ",°85] 26,03 | 0,329 | 24,37 | 0,549 194 .53 
( Avec fer. ..... . .| 0,592) 46,02] 0,668] 49,76 | 0,707 |22,57 


Nous voyons que Ja teneur des bacilles en graisses croit avec Yage des 
cullures et que des bacilles de méme Ase en voie de développement 


DU BACILLE TUBERCULEUX SUR MILIEUX SYNTHETIQUES 683 


récoltés sur milieux avec fer contiennent moins de graisses que les bacilles 
des milieux correspondan ts sans fer (la vitesse de croissance de ces derniers 
est plus faible) et contiennent d’autant plus de graisses que les milieux sont 
plus riches en substances minérales. (En l’absence des sels de fer ce dernier 
résultat est inverse.) 


c) Influence de la concentration de laliment azoté : Ka pré- 
seace de concentrations croissantes d’asparagine les résultats 
obtenus avec le bacille Test, aprés trente jours d’étuve a 38° 
sur le milieu C,, acide ou neutralisé, additionné de 50 grammes 
par litre de glycérine, sont réunis dans le tableau suivant : 


SIE SST SS DE SE TS AS ES SR EE ET SE TEES ECE SSE SSS SE a IY 


Saas : POIDS RAPPORT 
SUANUETE erty pu des microbes secs des cultures 
ie ana en grammes avec et sans fer 

5 grammes: Témoin ... 59 0,424 2,39 
fe Ree ee » AAD 
Memon 7 0,470 2,13 
fee enh yar » 1,004 

10 grammes: Témoin .. . 0) (613 4,59 
= real ENO tes CMs 86 » 0,985 
WENO, 2 6 6 7 0,579 2,05 
Res Ge. oa » 1,189 


Nous voyons que l’augmentation de la concentration de 
Valiment azoté (asparagine) augmente le rendement ea poids 
de la culture et que l’action favorisante du fer, en milieu acide, 
est moins grande lorsque la concentration de asparagine aug- 
ment, les autres éléments étant laissés & une concentration 
fixe. Nous avons voulu refaire la méme expérience avec une 
autre source d'azote : le succinate d’ammoniaque. Nous l’avons 
employ’ aux concentrations de 5,75 p. 1.000 et 10 p. 1.000. 
Nous avons indiqué les résultats obtenus avec la premiére con- 
centration. Avec la deuxiéme nous n’avons pas obtenu de cul- 
lures réguliéres dans le milieu minéral C, acide, glycériné ou 
elucosé, avec ou sans fer. A cette concentration, dans le milieu 
acide indiqué, le succinate est défavorable au développe- 
ment (1). 


(1) Lobstein dans un milieu un peu différen!, oblient un bon développe- 
ment e1 présence de 10 gr. 10 par litre de succinate d’ammoniaque, ce qui 


45 
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d) Influence de la concentration de (aiiment carboné : 1° En 
milieu glycériné acide ou neutre l’action favorisante du fer est 
d’autant plus grande que le milieu contient davantage de gly- 
cérine. Voici par exemple les poids secs des microbes récoltés 
apres trente jours d’étuve & 38° sur le milieu C, (pH 5,8) addi- 
tionné de 5 p. 1.000 d’asparagine et des quantités indiquées de 
glycérine : 


GLYCERINE POIDS RAPPORT 
des microbes secs cultures avec fer 
dans 100 cent. cubes en grammes 


cultures sans fer 


Avec des bacilles bovins, les résultats sont de méme ordre. 
(Remarquons les variations de rendement en fonction de la 
richesse du milieu en glycérine. ) 

Le succinate d’ammoniaque a la _ concentration de 
5 gr. 75 p. 1.000 donne des résultats surperposables & ceux 
obtenus avec l’asparagine empleyée a la dose de 5 grammes 
pour 41.000. 

2° En milieu glucosé le fer ne favorise le développement 
qu’en milieu acide. 


II. Coxcruston. — L’action favorisante du fer sur la vitesse 
de développement du bacille tuberculeux dépend des propor- 


montre la valeur relative des chiffres, Pimportance de la composition du 
milieu. Se rappeler de méme que le pH le plus favorable au. développement 
du bacille tuberculeux varie avec la composition du milieu. Dans certains 
milieux la réaction la plus favorable au développement est la réaction 
acide (milicux de Proskauer et Beck, de Lobstein, de Kuss, etc...). Dans 
d autres, c’est la réaction neutre (milieux de Armand-Delille, Mayer Schaeffer 
et Terroine, bouillon de viande, etc...). Il n'est done pas permis de parler 
dune acidité nécessaire dans la culture du bacille tuberculeux. 
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tions des. constituants du milieu et de la nature de ces consti- 
tuants (1) : elle se manifeste dans les milieux glycérinés a 
réaction initiale acide ou neutre, diminue dans les. milieux 
contenant une concentration élevée minérale ou azotée (aspara- 
gine) et disparait dans les milieux glucosés neutres ou alealins. 

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons montré 
l'influence des variations dela proportion d’un élément minéral 
indispensable et abouti & la notion de la nécessité d’employer 
les éléments. minéraux indispensables en proportions équili- 
brées. Dans cetle deuxiéme partie nous établissons que l’inten- 
silé de Vaction d’un élément favorisant dépend des proportions 
des constituants indispensables minéraux et organiques du 
milieu et nous indiquons en méme temps, sams insister, car 
nous réservons cette question pour la troisitme partie de ce 
mémoire, les résullats obtenus sur milieux contenant des pro- 
portions croissantes de laliment. carboné. 


TROISIEME PARTLE 


L’équilibre des constituants organiques du milieu. 
Influence sur la nutrition du bacille tuberculeux. 


Dans les milieux habituels C,, €,, €,,, additionnés de 
5 grammes par litre d’asparagine, nous avons ajouté des quan- 
tilés croissantes de glycérine ou de glucose et déterminé 
Vinfluence des variations de la proportion de chacune de ces 
deux sources de carbone : 

a) Sur la vitesse de croissance du bacille tuberculeux ; 

6) Sur lutilisation de la source de carbone considérée ; 

c) Sur la teneur en graisses du bacille tuberculeux (expé- 
riences réalisées avec la race Test de l'Institut Pasteur. Durée 


d’étuve: quinze et trenle jours). 


(1) Nous avons entrepris des expériences analogues avec le Sterigmato- 
cystis nigra sur Vaetion du fer et du zine dont | action favorisante a été éta- 
blie par Raulin, confirmée par G. Bertrand, Javillier, Sauton, ete. Nous avons 
ajouté ces éléments 4 des milieux synthétiques simples différant pan le pH, 
la nature et la concentration des sources de carbone el d’azote dans le but 
de voir si, 14 aussi, Paction favorisante varie avee les conditions expérimen- 
tales, Rappelons que G. Bertrand a déja signalé que suivant la nature du sol 
certains engrais catalyliques ont des effets trés nets, faibles ou nuls. 
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Cette série de recherches établit Linfluance d:s variations 
de la proportioa d'un sea! corps dans un miliea of tous les 
autres éléments restent & une con :entration fixe. 

Nous avons ensuite étudié Vinflu2nce des propoctioas rela- 
tives de deux corps en faisant varier simultaném3nt les con- 
centrations de la glycérine et de Vasparagine, de la glycérine 
et du glucose. 


I. — IvetueNce DE LA PROPORTION D’UN CORPS. 


A. [NFLUBNCE DE LA PROOORTION DZ LA GLYchRine (1). — a) Vitesse 
de croissance : 

En milieu initial acide pH 5,8 a 6, les poids des microbes 
récoltés au bout du méme temps auzmantent parallélement 
avec les concentrations croissantes de glycérine comprises 
entre 0,3 et 5 p. 100, puis diminueat pour des coacentratioas 
comprises entre 6 et 10 p. 100. A la concentration de 10 p. 109, 
laglycérine, dins le milieu synthétique employé, est netlement 
défavorable au développement. 

Eno milieu initial alealin, pH 8, les rendem2nts sont sensi- 
blement égaux lorsque les concentrations de glycérine sont 
comprises entre 1 et 4 p. 100. Ils présentent un maximum pour 
des concentrations comprises entre 4 et 6 p. 100, puis, comme 
en miliea acide, la glycérine employée & une concentration 
trop élevée nuit au développement. 

Il serait intéressant de comparer ces résultats avec ceux que 
l'on obtien Irait en faisant varier dans les m}m2>s proportions 
la glycérine et les autres éléments da milieu. 

b) Utilisation de la glycéring : Si dans le milieu ,, initiale- 


(1) Les résultats de cette étude ont été publiés en 192% ef 1926. E. R. Long 
et Lucy L. Finner viennent de confirmer ceux relatifs aux variations de poids 
des récoltes; ils confirment et complétent ceux qui se rapportent aux varia- 
tions de la teneur en substances grasses des bacilles récoltés; ils ne déter- 
minent pas les quantités de giycérine consommée au cours du dévelop- 
pement. Sur leur milieu synthétique habituel, additionné de quantilés 
croissantes de glycérine comprises entre 0,5 et 15 p. 100, ils ensemencent 
un bacille taberculeux de virulence moyenne el trouvent que, & mesure que 
la concentration de la glycérine croit, les poids des récoltes augmentent, 
puis restent stalionnaires, puis diminuent de poids. Seuls les taux de con- 
centrations de glycérine qui déterminent les récoltes maximum el minimum, 
indiqués par les auteurs, différeat des ndtres. Les coaditions expérimentales 
sont différentes. 
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ment acide :7H 6, cu alcalin : pH 8, additionné ou non de sels 
de fer, on ajcute ces quanlit(s croissantes de glycérine, la 
quanlité de glycérine consommée par un gramme de microbes 
recueillis sur ces milieux, cst d’autant plus grande que les 
milieux contiennent davantage de glycérine. 

c) Teneur en graisses du bacille tuberculeux : Nous avons con- 
staté que sur des milieux a ccncentrations croissantes en gly- 
cérine des bacilles de méme race et de méme age contiennent 
d’autant plus de graisses que les milieux sur lesquels ils sont 
récollés contiennent davanlage de glycé:ine. Ainsi, dans ces 
conditions, Ja teneur en graisses varie dans le méme sens que la 
vitesse de développement. Voici quelques chiffres obtenus apres 
quinze jours d’étuve sur Je milieu C,+-5 grammes par litre 
d’asparagine + quantités croissantes de glycérine. 


a in BACILLFS SECS GRAISSFS 
GLY CEKINE Fs 
p. 100 dans 100 cent. cubes dans 100 yr. 
: de milieu de bacilles secs 


en grammes 


en gramn es 


en vrammes 


0,29. bre Satan 0,066 8,7 
A eer eas ; 0,179 15 
208 weston tee eer eer ee 0,244 16,46 
Gene Me de ee em oe ere ee) 18,80 

B. INFIUFNCE DE La CONCENIRATION 1U GI UCCSE. — Expéricnce 


réalisée avec des becillcs bovins ensemencés sur le milieu C, 
+5 p. 1.000 d’aspwragine + quantités croissantes ce glucose 
comprises entre 0,5 et 4 p. 100. 

Les résultats obtenus # pris vingt jours d’étuve sont de meme 
ordre que ceux cbtenus avec Ja glycérine; ils sont réunis dans 
le tableau suivant. 

On voit: 1° que la quantité de bacilles récollés est d’eutant 
plus grande que le milieu contient davantage de glucose dans 
les limites indiquées (1) ; 2° que la quantité de sucre conscmmé 
par 1 gramme de microbes augmente en milieu acide avec la 
concentration de cette substance dans le milieu; en milieu 
neutre le rapport d'utilisation du glucose ne varie sensiblement 
pas pour les faibles concentrations de glucose, mais croit bcau- 
coup pour les fortes concentrations ; 3° que la teneur en graisses 


(4) ll aurait été nécessaire d'éludicr linfluence dcs ccnecnuations «n glu- 
cose supérieures a 4p. 100. 
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des bacilles est d’antant plus élevée que le milieu est plus 
richeen sucre (1). 


} 


GLUCOSE POIDS RAPPORT GRAISSES 
dans 100 cent. cubes des bacilles sucre consommé dans 100 grammes | 
en,.grammes en grammes pacilles secs de bacilles secs 


En milieu acide. 


0,194 
0,215 
0,387 
0,452 


En milieu neutre. 
0,124 
0,237 


0,457 
0,453 


Le fait d’une consommation de glucose croissante lorsque le 
milieu contient des concentrations élevées de sucre, établi ici 
pour le bacille tuberculeux, vient d’étre récemment mis en 
évidence dans Ja culture du Sterzg. nigra et du bacille de la 
fléole par Terroine, Trautmann, Bonnet et Hée (2). 

Celui de Paugmentation de la teneur en matiéres grasses 
avec la richessedu milieu en sucre, s étend également a d’autres 
microorganismes; Ida Smedley Mac Lean (1922) signale, aprés 
Naegeli et Loew, Bokorny, la possibilité d’obtenir une varia- 
tion du taux des corps gras de la levure en déséquilibrant le 
milieu par addition de grandes quantités d’hydrates de carbone. 

Belin (1926) établit de méme qu’un déséquilibre dans la 
constitution des milieux par augmentation unique de l’aliment 


(1) Rappelons, d’autre part, que A. Frouin a signalé (1920) que les bacilles 
récoltés sur miliea iglucosé contiennent 60 4.80 p. 100 moins de graisses que 
les ‘bacilles récoltés sur milieux correspondants glycérinés. E. Alilaire et 
E. Fernbach (1920) constatent de méme, peu de temps aprés, que ‘le bacille 
tuberculeux cultivé sur bouillon en l’absence de glycérine contient peu ide 
graisses;, Terroine et Lobstein (1923), exprimant en acides gras la teneur en 
graisses du bacille tuberculeux cultivé sur milieu synthétique, indiquent 
que ‘la substitution du glucose 4 la glycérine abaisse le taux des graisses du 
bacille tuberculeux de 60 p. 100 environ. 

(2) Terroine, Trautmann, Bonnet et Hée emploient des milieux dont tous. 
les ‘constituants sont simultanément multipliés par le méme facteur afin que 
ces milieux restent toujours également équilibrés. 
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glucidique par rapport a l’aliment azoté provoque une augmen- 
tation considérable du taux des acides gras du Sterig. nigra et 
du bacille de la fléole. 

Terroine et Bonnet (1927) confirment les résultats de Belin 
concernant le Sterig. nigra. 

En résumé, ces résultats sur la nutrition carbonée du bacille 
tuberculeux ou de lAspergillus niger, rapprochés de ceux 
obtenus dans |’étude de la nutrition minérale de ces microorga- 
nismes, montrent que tout déséquilibre du milieu par varia- 
tion unique d’un conslituant, minéral ou carboné, modifie ta 
nutrition de ces microorganismes. 


Tl. — Inrwvuence pes PROPORTIONS RELATIVES DE DEUX CORPS. 


A. INFLUENCE DES VARIATIONS DES PROPORTIONS DE LA GLYCMRINE 
EY DE L’AsPaRaGiNeE. — Au milieu C,, initialement acide pHl 6 
ou alcalin pt 8, nous avons ajouté des concentrations crois- 
santes d’asparagine et de glycérine. Nous avons oblenu en pré- 
sence de 10 grammes par litre d’asparagine un rendement supé- 
rieur @ celui obtenu en présence de 5 grammes par litre et nous 
avons constaté qu'un gramme de bacilles consomme moins de 
elycérine dans le premier milieu que dans le deuxiéme. A la 
concentration de 10 grammes par litre l’aliment azoté se pré- 
sente donc comme un aliment d’épargne de V’aliment carboné. 


B. InrLuENcE DES VARIATIONS DES PROPORTIONS DE LA GLYCERINE 
ET DU GLUcOsE. — A. Frouin a constaté (1912, 1913 et 1920) 
que l’adjonction de sucres (lactose, maltose, glucose ou lévulose) 
a raison de 3.ou 5 grammes par litre au milieu C, + 5 p. 1.000 
d’asparagine + 40 ou 60 p. 1.000 de glycérine, favorise & des 
degrés différents le développement du bacille tuberculeux et 
permet d’obtenir une récolte plus abondante que celle obtenue 
sur bouillon de viande glycériné et peptoné (1). 

Bezancon, Philibert et Boudin (1913) confirment ces faits et 


(1) Dans cette étude sur l’action favorisante des sucres, nous mettons en 
garde contre Yerreur souvent commise qui consiste a comparer les poids 
des récoltes obtenues sur des milieux ne contenant pas la méme quanlité de 


carbone. 
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se rallient & l'emploi du milieu glycériné et lactosé alors 
indiqué par A. Frouin (41942). 

Plus tard Aubel, rappelant les résultats de A. Frouin sur le 
bacille tuberculeux, constate cette méme action favorisante 
des sucres sur le développement du B. subéies cultivé sur 
bouillon et rapproche ce fait des résultats de Desgrez et 
Bierry : « Des rats soumis & un régime synthélique riche en 
albumine et en graisses par rapport au sucre, perdent du poids 
vif ct de l’albumine. Si l’on abaisse l’apport en albumine et en 
graisses et si l'on augmente le sucre, I’¢quilibre azoté est rapi- 
dement ‘atteint. Ce rdle fonctionnel chimique des sucres se 
manifeste rapidement en particulier dans le cas du lévulose. » 

Nous avons vu d’autre part que l’addition de glucose & un 
milieu glycériné ne favorise le développement que si la pro- 
portion du sucre n’est pas trop grande (1). 

L’expérience faite avec un bacille humain (Test) sur milieu 
C,-+ 5 grammes d’asparagine + 40 ou 60 grammes de glycé- 
rine et de quantilés croissantes de glucose montre que le glu- 
cose. ux concentrations de 5 4810 gr:mmes par litre augmente 
le rendement en poids de la cullure et nuit au développement 
ades concentrations plus élevées. Ce résultat fait ressortir la 
nécessulé du maintien de certaines proportions entre les consti- 
tuants carbonés du milieu. 

Cette étude des variations d'utilisation d’une substance oga-_ 
nique suivant la proportion d’une autre, et l’établissement de 
Ja nécessité du maintien de certaines proportions entre deux 
sources de carbone, nous corduit donc 4 admeltre que dans un 


(1) Les résultats de Lobstein (1{22) montrent, en outre, que l’action favori- 
sanle des sucres dépend de la composition totale du milieu car, dans le 
milieu glycériné quila constilué, il n’a pas obtenu d'accroissement de rence- 
ment par addition de glucose. 

Ainsi laction favorisante des sucres de méme que celle du fer, des Terres 
rares, vraie dans des conditions déterminées, ne l’est plus dans d'autres 
conditions. 

I] semble en étre de méme de laction favorisante des citrates dont Lob- 
stein rappelle linfluence favorable sur le développement du bacille tubercu- 
leux en milieu glucosé, fait que A. Frouin, cité par Terroine et Lobstein 
avait déja observé dans ces conditions, que Proskauer et Beck avaient men. 
tionné en milieu glycériné, et que Lobstein ne retrouve pas dans son milieu 
glycériné. Et avec Long nous regrettons qu'il n'y ait pas d'études précises 
sur lulilisation des citrales et d'autres sels d’acides polybasiques dent 


Yaction favorable sur le développcment du bhacille tuberculeuy est depuis 
longtemps reconnue. 
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milieu synthétique Veffet de chaque aliment organique sur la 
nulrition du microbe dépend de la proportion de chacun des 
autres. 


Conclusions. 


Apres avoir (tabli la liste des éléments minéraux indispen- 
sables 4 a nutrilion du bacille tuberculeux et envisagé quelques 
éléments favorisants, nous avons mis en évidence, par les 
variations de poids de la récolte, que pour assurer un bon déve- 
loppement de ce bacille sur un milieu synthétique complet, de 
composition qualitative donnée, il faut maintenir certaines 
proportions entre Jes éléments minéraux indispensables et 
favorisants, entre les substances minérales et organiques, entre 
les substances organiques. En fait, un exces des éléments K, 
Nd, Pr, N ou C détermine un déséquilibre dans le milieu se 
traduisant par une diminution considérable du poids de la 
récolte. 

Nous avons montré de plus que l'intensilé de l’action favo- 
risante d’une quantité déterminée d’un élément (Fe ou Yt), ou 
d’une substance organique (acide cilrique), ajoutée a des milieux 
de méme pH, contenant les éléments indispensables en propor- 
tions identiques, dépend de la nalure de l’aliment carboné. 

En outre, nous avons signalé que la quantité de carbone con- 
sommé par un poids donné de bacilles, varie non seulement 
avec la proportion de cel élément dans le milieu, mais encore 
suivant celle de l’azote. 

Plus souvent que nous ne [avons fait, il aurait fallu étudier, 
au cours du développement, parallélement aux variations de 
rendement, Ja composition, la morphologie, la virulence du 
bacille et lactivité de la tuberculine obtenue. 

Certains des faits que nous avons apportés ont été constatés 
avec d’autres bacilles (féole), avec des moisissures (Ster7gmato- 
cystis nigra). Et si, & présent, nous examinons les résultats 
obtenus sur Ja nutrition des organismes supérieurs, nous 
voyons avec quelle préoccupation on cherche a déterminer les 
proportions suivant lesquelles les constituants fondamentaux 
de laration doivent ¢tre combinés. On reconnait la nécessité de 
ray porls entre les substances minérales et les glucides, entre 
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les glucides et Je facteur B, entre les substances minérales 
elles-mémes. On constate que dans une ration bien comprise la 
proportion d’un élément dépend des éléments coexistants. On 
étadie les variations de la dépense azotée irréductible en fonction 
de la nature des substances ternaires et minérales, etc... 

Ce rapide paralléle montre que dans toule étude sur la 
nutrition, qu'il s'agisse de la nutrition de microorganismes 
unicellulaires, ou de celle d’organismes complexes, la néces- 
sité d’employer en proportions équilibrées Jes principes 
nécessaires A la vie apparait avec la méme nettelé et le méme 
degré d' importance. 
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RECHERCHES SUR UN STAPHYLOCOQUE RESISTANT 
AU BACTERIOPHAGE 


par F. Doran REYNALS (1). 


Au cours de recherches poursuivies sur la résistance acquise 
a la bactériophagie (2), nous nous sommes trouvé en présence 
de fails apparemment contradictoires. Etudiant !a fixation et la 
reproduction des bactériophages par un staphylocoque rendu 
résistant au principe lytique on observailt tantot lindifférence 
compléte de ce germe se traduisant par la non-fixation et la 
non-reproduction des bactériophages, tantot une fixation et une 
reproduction plus ou moias intense de ceux-ci. 

Ce sont les expériences instiluées pour rechercher les rai- 
sons de ces irrégularités qui constituent le point de dépirt du 
travail actuel. 

Nos recherches ont porté sur un staphylocoyue blanc trés 
sensible au bactériophage correspondant : Vunet l'autre avaient 
été obligeamment mis a notre disposition par Tworl. 

Pendant toute la durée de nos recherches (pres d'une année), 
nous n’avons jamais constaté la moindre manifestation d'un 
pouvoir lysogéne spontané chez nos cultures; d’autre parf, 
laction du bactériophage se traduisait toujours par une lyse 
comp!éte avec absence de toute cullure secondaire quand le 
principe lylique était employé & dose surfisante (généralement 
I goutte par 10 cent. cubes). 

A partir de cette culture normale de staphylocoque nous 
avons réussi a obtenir une race résistante en ensemengant sur 
eélose inclinée des susponsions de staphylocoque additionnées 
de bactériophage et en repiquant les colonies qui se dévelop- 
paieat dans la partie supérieure du milieu. 

Les premiéres colonies résistan'es ainsi obtenues ont été 
ensemencées sur gélose ordinaire. Ces colonies et les cultures 


(1) Boursigr : de la « Junta para Ampliacion de Estudios », Madrid. 
(2) Voir E. WoLtMann, ces Annales, 44, 1927, p. 883. 
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dérivées ont été numérotées de 1.4 45.A. Ces cultures présen- 
taient toutes un aspect identique & celui de la souche sensible 
d’origine et ne s’en distinguaient que par le fait qu’elles étaient 
un peu plus maigres. 

C’est sur ces cultures que portérent nos premiéres expé- 
riences. Celles-ci avaient pour bul tout d’abord de vérifier pour 
notre staphylocoque résistant les faits ayant trait a la perte 
d’affinité pour le bactériophage (Meisner) et 4 linaptitude de 
reproduire celui-ci (Bail, Jaumain) observées chez d'autres bac- 
téries résistantes. 

Nous reproduisons quelques-unes des expériences portant sur 
le premier des deux sujets. 


Premiere expérience (1). 


On prépare 3 tubes contenant, le premier, une suspension (environ 
2.000 millions par centimétre cube) de staphylocoque sensible, les deuxieme 
et troisiéme des suspensions de souches résistantes 2.A et 4.A. On introduit 
dans chaque tube I goutte d’une dilution de bactériophage antistaphylococ- 
cique 1 p. 200. Aprés vingt minutes de contact on centrifuge. On préléve 
I goutte de liquide surnageant de chacun des 3 tubes qu'on introduit tel 
que et aprés dilution dans 3 tubes ensemencés avec le staphylocoque sen- 
sible. 

R&#sULTATS. 


Liquide surnageant de staphylocoque sensible : 


PUL ee reu iy <a Stic, eye mse, Say oe ee ore . lLyse partielle: 

AS To AOR) nia 5) i ttemed Ch Lewes Pad Ae Rene aD Pas de lyse. 

4 spe DOOMEs. cy apt Sete os ree MI ato ene Pas. de lyse. 
Liquide surnageant de staphylocoque col 2. A 

RAD qos Cch on! oatarmege It DE? Rona. 22) (Me «. ~ Galtere: 

PE actiPen ad hoo) Goren 5. is Gitp tkiy Na idle etheated Shunt . Lyse complete. 

4D 200 sags as rs ee ere ae Lyse compléte. 
Liquide surnageant. de slaphylocoque col. 4. A 

DOT 4.5 4m See eee et: oe ek eae eine, Culture. 

(Oe Pee) eee rae, kn One yr ooo Lyse complete. 

APD DO care cle bel em ta Sec eens ere ee Lyse compléte. 


On voit done qwil y a eu fixation complete avec les dilutions 
ai p. 40 et 1 p. 200 dans le cas du staphylocoque sensible et 
pas de fixation avec les staphylocoques résistants. Dans ces 
deux derniers, avec le liquide surnageant pur, il y a eu cul- 


(1) Publiée dans le mémoire Wollman (/oe. cit., p. 905). 
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ture, trés probablement a cause de la présence dans celui-ci de 
trés rares germes résistants non sédimentés. 


Deuxiéme expérience. 


Portant sur les souches résistantes 2.A, 4.A et 5.A avec la méme tech- 
nique que dans l’expérience précédente. 


RESULTATS. 


Liquide surnageant de staphylocoque sensible : 


UU serdar cea ae eae ce pee gong Baws as teers ROA Pas de lyse. 

tol) OVE: OB er gee aaear ay te PORN corr aes Pei ere) et ey mee Pas. de lyse. 

Aes SOON xmas cramer sh gctmtey oust s/s pent eRe Gattis Pas de lyse. 
Liquide surnageant de staphylocoque 2.A 

| SON ON ee aR AP, ht esc ae ts ee es te cae Lyse partielle. 

IAS) Oca Nie rela aeeraerieey Re Sr Cnc  Oan ee e.om hie Lyse totale. 

A PIEACOE Ose eae ee Fetene ance » Pas de lyse: 
Liquide surnageant de slaphylocoque 4.A: 

PUL ay ue cigs a A easUme, i vo eunee oh nee (on Lyse totale. 

cl sl a mere ae ence! Pes SSN ed Der ae ce MiNi eS Pas de lyse. 

ety PAU Se sche SAAS yy eee oie oe | Oa Smee Ae Pas de lyse. 
Liquide surnageant de staphylocoque 5.A: 

UTR CE aa cts ca ee ee gee Ewe KS Ley es Lyse partielle. 

Nis oA are Aba ee do 95 10) MEO RT ace Lyse partielle. 

Meat 46 2.0 Og, ag cacti ec er Re Pram Fans hy cde Sebo g Lyse totale. 


Troisiéme et quatriéme expériences. 


Dans ces expériences portant sur les souches 2.A, 3.A, 4A et5.A et qu'il 
est inutile de rapporter dune fagon détaillée, on obtient les mémes résultats 
contradictoires : le staphylocoque résistant tantot fixant et tantot ne fixant 
pas. le bactériophage. 


Voici mainienant quelques expériences pour ce qui concerne 
augmentation du titre lytique. 


Cinquiéme expérience. 


On ajoule a 10 cent. cubes de bouillon ordinaire ensemencé avec le sta- 
phylocoque 1.A, une goulte de bactériophage dilué a 1 p. 200. On laisse 
a 37° pendant vingt-quatre heures. On fillre sur bougie et on titre le 
filtrat en faisant des dilutions jusqu-A 10 — 1 el en ajoutant IIT gouttes de 
chaque dilution 4 des tubes contenant 1 cent. cube de bouillon ensemencé- 
avec le staphylocoque sensible. Comme témoin on a fait les mémes opéra- 
tions avec le staphylocoque sensible addilionné de bacteriophage et avec 
un tube de bouillon ne contenant que le bactériophage. 
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R&SULTAT. 


La souche !.A pousse en présence du bactériophage comme une culture de 
stapylocoque normal en bouillon. Le litre lytique n'a subi aucune augmenta- 
tion. 


Sixiéme expérience. 


Portant sur les souches 1. A et 3.A avec la méme technique, mais en laissant 
quarante-huit heures_a 37°. } 
REésuttatT.} 


La souche 1. A ne donne pas de culture en présence du bactériophage. Le 
titre a atteint 10 —10, dilution limite comme le témoin au staphylocoque sensible. 
La souche 3.A a fourni une maigre culture au bout de vingt-quatre heures 
et une culture presque normale au Jbout de quarante-huit heures. Le tiére 
lytique n'a subi aucune augmentation. 


Septieme expérience. 


Portant sur les souches 1.A et 3.A avec la méme technique et en laissant 
vingt-quatre heures a 37°. 
R&SULTAT. 


La souche 1. A fournit une culture presque normale. Le titre lytique n'a subi 
aucune augm2ntation. Le type 3.A a fourni une culture plus maigre. Le éitre 
lytique a alteint 10 —19, dilution limite, exaclement comme pour le lémoin au sta- 
phylocoque sensible. 


Huiti¢me expérience. 
Portant sur les types 1. A et 3. A en laissant vingt-quatre heures a 37°. 


R&suLtTAt. 


Les deux souches ont fourni des cultures normales, Le titre lytique n'a 
subi aucune augmentation (1). 

Remarque : Dans toutes les expériences, aussi bien dans celles ayant pour 
but d’étudier la production du bactériophage par la bactérie résistante que 
dans celle portant sur sa fixation, Vensemencement était toujours fait & partir 
d’un seul et méme tube. 


Devant ces résultats discordants nous avons éprouvé de nou - 
veau, et a plusieurs reprises, la résistance de nos souches en 
faisant des prélévements a des points différents d'une culture 
et en ensemencant dans 410 cent. cubes de bouillon avec 
Il gouttes de bactériophage. 


(1) Ces expériences permettent de faire une autre constatation : dans tous 
les cas ou le microbe s’est montré vraiment résistant, le titre lytique des 
tubes contenant le bactériophage seul et de ceux od le bactériophage était 
en présence de la souche résistante était le méme : il n'y a donc ni produc- 
tion ni destruction de principe lytique par les formes résistantes. 
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Neuviéme expérience. 


24 HEURES 


Lyse totale. 


48 NEURES 


Souche {.A . Lyse totale. 


Souche 2.A Lyse partielle, Lyse tolale. 
SOMOINS BAN coe 2: aside lyse. Lyse totale. 
Souche 4.A . - Lyse partielle. Lyse lotale 
Souche 5.A Pas de lyse. Lyse totale. 


Dixiéme expérience. 


Souche 
Souche 
Souche 


4.A 
2.A 


3.A 


24 HEURES 


Pas de lyse. 
Pas de lyse. 
Pas de lyse. 


48 WEUKES 


Pas de lyse. 
Lyse lotale. 
Pas de lyse. 


Souche 4.A 
Souche 5.A 


Lyse partielle. 
Pas de lyse. 


Lyse totale. 
Pas de lyse. 


Ces résultats fournissenlt Vexplication des discordances obte- 
nues dans les expériences de fixation et de reproduction du 
principe lytique. La culture considérée comme résistante con- 
tient des éléments sensibles a cOlé d’éléments résistants vrais : 
les uns ou les autres prennent le dessus suivant le hasard des 
repiquages d’ot. des cultures résistantes, partiellement résis- 
‘antes ou sensibles. 


Déji, du reste, nous avions observé certains caractéres anor- 
maux dans les cultures sur gélose failes & partir de nos pre- 
mieres cultures résistantes; ces cultures étaient souvent consti- 
tuées par des colonies moins pigmentées, confluentes, prenant 
la forme de gouttelettes d’eau sur une surface grasse. 

Elles élaient aussi nettement plus pauvres que celles de la 
souche sensible d’origine. Nous nous sommes proposé de 
séparer les individus vraiment résistants des germes sensibles. 


Onziéme expérience. 


On ensemence sur gélose ordinaire en boite de Pétii la souche |. A de 
maniere A oblenir des colonies séparées. Au bout de vingt-quatre heures 
d'étuve on choisit dix de ces colonies qu’on numérote de 1.B a 40. B. 

4G 
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Sur la boite de Pétri les quatre premiéres colonies avaient un aspect 
normal. Les six derniéres étaient des colonies plates, grises el avec une forte 
tendance a confluer. Nous les appellerons, a cause de leur forme, colonies 
en massue. On les repique sur gélose inclinée de facon a obtenir des colonies 
séparées. 

Au bout de vingt-quatre heures on obtient les colonies suivantes : 

Colonie 1.B, type normal. 

Colonie 2. B, type « en massue » pur. 

Colonie 3.B, type « en massue » « troué » constitué par des colonies_en 
anneau, le centre présentant de Ja gélose a nu. 

Colonie 4. B, type muqueux constitué par des colonies plus volumineuses 
que les autres, moins pigmentées, d'un aspect glaireux et s’étirant en fila- 
ments quand on les prend avec un fil de platine. 

Colonie 5. B, type troué pur. 

Colonie 6. B, type troué pur. 

Colonie 7. B, type normal. 

Colonie 8. B, type « en massue » pur. 

Colonie 9. B, type « en massue » pur. 

Colonie 10. B, type normal. 


Toutes ces variétés ensemencées dans le bouillon ordinaire 
fournirent dans les vingt-quatre heures des cultures d’opacité 
égale & celle du staphylocoque sensible ensemencé dans les 
mémes conditions. Mais la variété muqueuse 4. B fournit une 
culture beaucoup plus trouble, épaisse et filante, surtout dans 
les couches supérieures qui lombent par agitation. 

La culture primaire résistante ainsi décomposée en plusieurs 
variétés, il fallait étudier la résistance de celles-ci au bactério- 
phage, aussi bien au point de vue de la lyse immédiate que de 
la lyse tardive (Gratia et Rhodes, Duran Reynals, Broufen- 
brenner et Muckenfuss). Au surplus, étant donné |’éclaircisse- 
ment spontané fréquent des cultures, nous avons étudié la 
stabilité des cultures des diverses variétés en bouillon. 


Douziéme expérience. 


On ensemence 3 tubes contenant 10 cent. cubes de bouillon avec chacune 
des 8 colonies et on ajoute II gouttes de bactériophage a un de ces 3 tubes. 
On met a 37° et au bout de vingt-quatre heures on stabilise une des deux 
cultures sans bactériophage par chauffage & 100° et addition de quelques 
goultes de formol : cette culture servira de point de repére. 


REésuttats. 


Au bout de vingt-quatre heures aucune des cultures ne s’était éclaircie 
Au bout de sept et quatorze jours laspect des tubes était le suivant : 


SUR UN STAPHYLOCOQUE 


Souche 1.B + bactériophage 
Souche 41.B sans bactériophage. 
Souche 2.B + bactériophage 
Souche 2.B sans baclériophaye . 
Souche 3.B + bactériophage 
Souche 3.B sans bactériophage . 
Souche 4.B + bactériophage 
Souche 4.B sans bactériophage . 
Souche 5.B + bactériophage 


Souche 5.B sans hactériophaye. . . 


Souche 6.B + bactériophage 
Souche 6.B sans bactériophage. . 
Souche 7.B + bactériophage 


Souche 7.B sans bactériophage. . . 


Souche 8.B + bactériophage 


Souche 8.B sans bactériophage . . 


RESISTANT AU BACTERIOPHAGE 


7 Jours 


Lyse partielle. 
Lyse partielle. 


Lyse prononcée. 


Pas de lyse. 
Lyse totale. 
Lyse partielle. 
Pas de lyse. 
Pas de lyse. 


Trés légére lyse. 
Trés légére lyse. 
Tres légére lyse. 
Trés légére lyse. 
Lyse prononcée. 
Tres légeére lyse. 
Lyse prononcée. 


Lyse partielle. 


14 Jours 


Lyse partielle. 
Lyse partielle. 
Lyse prononcée. 
Pas de lyse. 
Lyse prononcée. 
Lyse prononcée. 
Pas de lyse. 
Pas de lyse. 
Pas de lyse. 
Pas de lyse. 
Lyse totale. 
Lyse partielle. 
Lyse totale. 

Pas de lyse. 
Lyse prononcée. 
Pas de lyse. 
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On voit que des 8 colonies, 6 ont fourni des cultures sensibles 
au bactériophage (lyse tardive). Des deux restantes lune (5. B) 
est tres légerement sensible et l’autre (4. B) complétement résis- 
tante. Ces 8 colonies ont, d’autre part, fourni 5 cultures qui se 
sont éclaircies spontanément d’une fagon plus ou moins pro- 
noncée, mais nette par rapport au témoin stabilisé; une 
sixiéme (5.B) ne s'est lysée que trés légérement. Une seule 
variété (4.B) présentant le caractére muqueur s'est montrée 
absolument résistante aussi bien a la lyse spontanée qua celle 
par le bactériophage. 

Les souches ayant subi l’'action du bactériophage et acquis 
une résistance plus ou moins marquée a son égard présentent 
une modification au point de vue des caractéres des colonies 
ainsi qu'une labilité des cultures en bouillon (tendance a l’auto- 
lyse) qui les distingue de la forme sensible d’origine. Ces deux 
phénoménes avaient du reste 6té signalés également par Gratia 
et Jaumain, ils se présentent sans action lysogeéne quelconque. 

Avant de poursuiyre ces recherches, voyons comment la 
variété 4.B, totalement résistante a l’autolyse et ala lyse par le 
bactériophage, se comporte au point de vue de la fixation et de 
la production du baclériophage. 


Treizieme expérience. 


On prépare deux tubes contenant, le premier, une suspension (environ 
2.000 millions par centimétre cube) de staphylocoque sensible, le deuxiéme, 
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une suspension de la méme concentration, de staphylocoque résistant 
muqueux 4.B. On introduit dans chaque tube I goutte de dilution de bacté- 
riophage antistaphylococcique a 4 p. 200. 

Aprés ving minutes de contact on centrifuge. On préléve une goutte de 
liquide surnageant dans chacun des deux tubes qu’on introduit tel quel et 
aprés dilution dans trois tubes ensemencés avec le staphylocoque sensible. 


R&suLraTs. 


Liquide surnageant de sltaphylocoque sensible : 


Por «20 t eee 2 bak cen ee een a SEcleml Ser 
pW egy reer. SOP ok bias Mem erat > ie ee thasidenlyise: 
1h OSMAN DA ers: oo UM Onc be Ble) ext Pe an Da SiGenlyses 


Liquide surnageanl de staphylecoque 4. B muqueuz : 


PUr eeeieehise 2's eh a2 © 2 ee et a eee a SealOvales 
O50) o> Seabees Hd. ol de Goon eee ee lavis cmtotales 
Ny TS CANN RC tn hong Bo by o 6 7 « Liyse totale: 


L’expérience est répétée avec le méme résultat. 


Quatorziéme expérience. 


On introduit II gouttes de bactériophage dans 10 cent. cubes de bouillon 
ensemencés avec le staphylocoque muqueux 4.B. On fait pendant quatre 
jours des passages journaliers en bouillon ordinaire. Le cinquiéme jour, on 
fillre le bouillon des quatre Lubes et on recherche son pouvoir lytique. 


RE&SULTATS. 


Premier tube’ = tem es) eee ees play senlotale: 
sProisidernilersstubeswar-a men ene nt nomen aero Pas de lyse. 


On répéte Pexpérience mais en chauffant a 50° au lieu de fillrer sur bougie. 


R&sULTAT. 
Aucune lyse : 


Ces expériences montrent de facon décisive que, en présence de 
staphylocoque muqueux tout a fait résistant, i n'y ani fixation 
ni reproduction du bactériophage. 


AUTOLYSE DU STAPHYLOCOQUE RESISTANT. 


AUTOLYSE EN TUBE OUVERT. — Nous avons vu plus haut que les 
cultures en bouillon, obtenues a partir de colonies de siaphy- 
locoque rendu résistant au bactériophage peuvent présenter un 
éclaircissement spontané (autolyse) en tube ouvert. Sans qu'il 
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y ait la un phénoméne constant, nous l’avons observé & diverses 
reprises, 4 un degré plus ou moins prononcé au cours de nos 
recherches. 

La variabilité des caractéres présentés comme nous |’avons 
vu par les individus d'une méme culture rend compte de 
Yinconstance des résultats : ceux-ci font contraste avec la 
parfaite stabilité des cultures de la souche sensible d’origine. 


AUTOLYSE EN TUBE FeRME. — Toutes nos variétés résistantes 
se lysent dans l’atmosphére confinée qu’on crée en scellant a 
la lampe des cultures en bouillon de vingt-quatre heures et 
méme plus agées au moins aussi vile que les souches normales 
(Jaumain). 


LysE TARDIVE PAR LE BACTéRIOPHAGE. — Nous avons antérieu- 
rement décrit des expériences de cet ordre. Le phénoméne fut 
observé ea premier lieu par Gratia et Rhodes. En voici un 
exemple démonstratif. 


Quinziéme expérience. 


On ensemence les staphylocoques 1.B et 8.B dans quatre tubes contenant 
chacun 2 cent. cubes de bouillon. On ajoute a deux tubes de chaque série 
I goutte de bactériophage, les deux autres restant comme témoins. On porte 
le tout a 37°. 


24 HEURES 5 JOURS 6 JOURS 8 JOURS 


Type 1.B. . Pas de lyse. Lyse partielle. Lyse partielle. Lyse totale. 
Type 3B. . Raside lyse, © Pas ide lyse: Lyse totale. Lyse totale. 


La lyse tardive du staphylocoque témoigne de l’existence 
dans la suspension d'un certain nombre d'individus sensibles. 
On sait, en effet, qu'il suffit d’amorcer le phénoméne de la lyse 
par le bactériophage ou un autre mécanisme pour la voir se 
poursuivre jusqu’au bout (Gratia et Rodes (1), Durand Rey- 
nals (2), mais sans qu’il y ait augmentation du titre lytique. 


Seiziéme expérience. 


On introduit II gouttes de bactériophage dans 10 cent. cubes de bouillon 
ensemencé avec la variété 6.B douée d’une résistance partielle au bactério- 


(1) C. Re Soc. Brol., 90, 1924, 640. 
(2) C. R. Soc. Biol., 9%, 1926, 242. 
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phage. On fait de méme avec un tube témoin ne contenant que 10 cent. cubes 
de bouillon. On fait pendant quatre jours des passages journaliers en bouillon 
ordinaire. Le cinquiéme jour, on filtre le bouillon des quatre tubes el on 
titre le pouvoir lyltique. 


RESULTATS, 
Staphylocoque type 6.B. 
Premier, deuxiéme et troisieme tube. .... . Lyse totale. 
Ouatriéme tubes 2. 2s os ea ts 2 Rasithedbyses 
Témoins, baclériophage seul : 
ALAS INOS Giqeoearty mos af 6 © otc =) aySe totale: 
Deuxiéme, iroisitme et quatritme tube .... Pas de lyse. 


Le bactériophage a pu se multiplier en présence du staphylo- 
coque, bien qu'il n’y ait pas de iyse visible immédiate; cette 
multiplication ne s'est réalisée qu’aux dépens dun nombre 
limité des bactéries sensibles puisqu’a partir du quatri¢me 
passage le bactériophage a été éliminé. 

Pouvoir tysocine. — La tendance & l’autolyse des cultures 
en bouillon pouvait faire soupgonner une action lysogéne chez 
nos souches résistantes. Nous nous sommes appliqué & la 
déceler dans les filtrats de cultures agées, d’aspect normal, ainsi 
que dans les filtrats des cultures éclaircies en atmosphére 
confinée. Jamais aucune de nos souches ne montra le moimdre 
pouvor lysogene. Le phénomeéne de la lyse spontanée n’a aucun 
rapport avec la bactériophagie. 

Nous avons poussé plus loin Panalyse de nos souches résis- 
fantes en partant cette fois-ci du type muqueux 4.B. 


Dix-septiéme expérience. 


On soumet la variélé muqueuse 4.B a un isolement sur boite de Pétri. 
Au bout de vingt-quatre heures, on obtient les types suivants de colonies: 

1° Grandes colonies muqueuses, glaireuses et filantes et moins pigmentées 
que les colonies normales (col. muq.). 

2° Colonies plus petites avec dépression ou cavilé centrale, filantes aussi, 
mais moins que les précédentes (col. tr.). 

3° Colonies petites d’apparence normale peu ou point glaireuses et d’un 
blane intense (col. nor.). 

49 Colonies trés petites, non visqueuses (col. Pt.). 

On ensemence dans trois tubes de bouillon deux colonies de chaque type, 
on ajoute du bactériophage a un des tubes. Au bout de vingt-quatre heures 
a 37°, on stabilise par chauffage et quelques gouttes de formol une des deux 
cultures restantes. L’autre reste tel que. 
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RésuLTATs. 


Les colonies muqueuses sont totalement résistantes 4 l’action lyltique du 
bactériophage tant immédiate que tardive ainsi qu’a l’autolyse spontanée en 
tube ouvert. 

Des six tubes ensemencés avec les colonies Tr., trois seulement ont poussé 
fournissant une culture tres faible et tardive. On a répété l’épreuve avec le 
méme résultat. 

Les six tubes ensemencés avec les colonies Pt. n’ont pas donné de culture. 


Le type muqueux de staphylocoque s’est décomposé en une 
série de sous-lypes chez lesquels on peut observer une tendance 
prononcée a lautolyse en milieu liquide et une absence de 
résistance & la lyse tardive par le bactériophage. D’autres 
colonies reproduisent les caractéres que nous avons constatés 
chez le type muqueux : résistance totale au bactériophage 
ainsi qu’a !’autolyse spontanée en tube ouvert. 

On pouvail se demander si cette décomposition de la variété 
muqueuse résistante en sous-types plus labiles se produit avec 
quelque régularité. 


Dix-septiéme expérience. 


On soumet une des colonies muqueuses obtenues dans |’expérience pré- 
cédente & Visolement sur boite de Petri. On obtient une culture pure de 
colonics muqueuses totalement résistantes. On repique une de ces colonies 
et on lui fait subir 8 passages sur gélose ordinaire. On n’obtient que des 
cultures muqueuses pures. 

On parail étre arrivé dans cette expérience 4 une lignée pure dindividus 
du type muqueux et dont Ja résistance au bactériophage est absolue. 


Dix-huitiéme, dix-neuviéme et vingtiéme expériences. 


Dans ces trois expériences disolement a partir de 3 colonies muqueuses 
que nous ne détaillons pas, on a obtenu une culture pure de colonies 
trouées dans la premiere, dans la deuxiéme un mélange de grosses colonies 
muqueuses et de petiles colonies dont le caractére muqueux était peu pro- 
noncé, mais qui fournissaient des cultures muqueuses au repiquage. Dans 
une troisiéme expérience, enfin, on a reproduit le type muqueux pur. 

Nous avons [refait une série disolements consécutifs, mais en partant 
dune variété autre que la variélé 1. A, point de départ des expériences 
qu’on vient de décrire. On a choisi la variélé 6. A apres lui avoir fait subir 
quelques passages par le bouillon, 

Disons seulement qu’on a pu retrouver au bout de vingt-quatre heures 
toute la gamme des colonies précédemment décrites : colonies trouées, colo- 
nies apparemment normales, colonies lrés petites el enfin colonies muqueuses. 
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Les épreuves de lyse par le bactériophage ainsi que d’auto- 
lyse spontanée en tube ouvert confirment ce que nous avons 
trouvé dans les expériences antérieures. Parmi les formes 
résistantes au bactériophage, le type muqueux seul résiste 
aussi bien au bactériophage qu’a l’autolyse spontanée en tube 
ouvert. 


CARACTERES DU STAPHYLOCOQUE MUQUEUX. 


Aspect mricroscopigur. — Dans les froltis colorés il ne différe 
pas du slaphylocoque normal, mais dans les préparations en 
goutte pendante, on le voit entouré d'une capsule épaisse plus 
accusée chez certains individus. 


Propritrés FerMentatives. — Il ne differe de la forme sen- 
sible d’origine ni par l’action sur la gélatine, ni par celle sur 
les hydrates de carbone. 


AcevutinabiLits. — I n’est agglutiné qu’a 1 p. 400 par un 
sérum antistaphylococcique préparé avec la forme sensible et 
dont le titre est 1 p. 1.280. 

En faisant des passages journaliers dans un bouillon conte- 
nant V gouttes de ce sérum antistaphylococcique avec le sta- 
phylocoque muqueux et le staphylocoque type 6A, on voit 
celui-ci pousser en agglutinats dans tous les passages tandis 
que la variété résistante muqueuse finit par y pousser sans 
étre agelutinée. 


CROISSANCE DANS LES MILIEUX DEFAVORABLES. — Le staphylo- 
coque muqueux pousse moins bien dans les milieux acides 


(acide acétique), ou alcalins (soude) que le staphylocoque 
sensible, 


Vingt et uniéme expérience. 


On ensemence le staphylocoque muqueux et sensible dans des tubes de 
bouillon contenant I a If gouttes d’acide acétique par 10 cent. cubes de 
liquide. On laisse a 379. 


ResuLrats. 
Le slaphylocoque sensible pousse bien dans les deux tubes. Le staphylo- 


coque muqueux pousse dans le tube contenant I goutte, mais pas du tout 
dans le tube contenant II gouttes d’acide acétique. 
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Vingt-deuxieme expérience. 


On ensemence les staphylocoques muqueux sensibles dans des tubes 
contenant 2 ct 3 centigrammes et aussi, bien qu’avec retard, dans le tube 
contenant 4 cenligrammes de soude. Le staphylocoque muqueux pousse 
encore dans un milieu contenant 2 cenligrammes d’alcali, mais plus du tout 
dans les lubes avec 3 cenligrammes. 


Vingt-troisiéme expérience. 


Virulence. — On inocule sous la peau de deux lapins 2 cent. cubes de 
culture en bouillon de vingt-quatre heures de staphylocoque muqueux résis- 
tant et de staphylocoque normal sensible. 


RE&SULTAT. 


Le premier a produit une induration plus douloureuse, plus persislante et 
plus marquée que le deuxiéme. 


PeRSISTANCE DU TYPE MUQUEUX. — Comme nous l’avons déja 
dit, on a pu repiquer une lignée muqueuse sur gélose ainsi que 
dans le bouillon a 8 reprises successives sans obtenir de 
colonies autres que celles de lype muqueux : cetle lignée peut 
donc étre considérée comme pure. Nous avons recherché leffet 
sur cetle souche de passage en bouillon alcalin (2 centi- 
grammes de soude par 10 cent. cubes) ou acide (I goutte par 
10 cent. cubes). 


Vingt-quatre et vingt-cinquieme expériences. 


Dans les deux cas, a partir du troisiéme ou quatrieme passage on oblient 
en milieu liquide une culture sans trace de mucus, mais les cultures 
typiques muqueuses apparaissent silot qu’on transporte la bactérie sur le 
milieu ordinaire. 


ACTION DE L’ANAEROBIOSE. 
Vingt-sixiéme expérience. 


On cultive le staphylocoque muqueux ainsi que le type normal sensible 
en anaérobiose obtenu par le pyrogallate de soude (tube Legros). 

On observe pendant les deux premiers jours une poussée iniliale de méme 
intensilé et de méme caractére dans les deux souches, aprés quoi les cul- 
tures commencent a s’éclaircir pour aboutir A une lyse lotale. 

On sait qu'il reste toujours des germes vivants dans ces lysats en atmo- 
sphére confinée : si l’on ensemence sur gélose on n’obtient que des colonies 


muqueuses. 
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L’action des acides ou des alcalis, celle de lanaérobiose ne 
font que suspendre de facon passageére la production de mucus. 
Le type muqueux réapparait aussit6t qu’on transporte le 
microbe dans les milieux usuels. 

Nous nous sommes demandé si la suppression du pouvoir 
mucigéne de notre staphylocoque ferait reparaitre la semsi- 
bilité au bactériophage. A cet effet nous avons soumis les 
souches muqueuses & l’agilation (deux-quatre heures) dans 
de eau physiologique additionnée d’acide acétique et a des 
passages par bouillon additionné de sérum  antistaphylo- 
coccique. 

Dans une de ces expériences, aprés deux heures d’agilation 
el centrifugation, le liquide surnageant avait fourni une 
culture pure de colonies non mugueuses et celles-ci se sont 
montrées parfaitement sensibles au bactériophage. Le culota 
donné une cullure muqueuse résistante. Celte expérience fut 
répétée trois fois sans qu’on ait pu obtenir tant dans le liquide 
surnageant que dans le culot autre chose gue des individus 
muqgueux résistants. 


Résumn. 


Comme on le savait déja pour les bacilles du groupe col- 
dysentérique (Bordet, Gratia, Arkwright, d’Hérelle) et comme 
cela avait déja été signalé pour ie staphylocoque lui-méme par 
Gratia et Jaumain, ce dernier germe sous l’action du bactério- 
phage peut acquérir des caractéres nouveaux, notamment au 
point de vue des propriétés antigéniques et de la virulence 
ainsi que de l’aspect des colonies : pigmentation, forme et 
dimensions des colonies. Les souches, devenues plus ou moins 
fortement résistantes au bactériophage, acquiérent, d’antre 
part, une labilité particuliére se manifestant par une tendance 
marquée a l’autolyse en milieu liquide. 

Nous avons pu décomposer ces souches résistantes et nous 
avons pu les classer en deux groupes. Le premier groupe 
comprend plusieurs types dont la résistance au bactériophage 
est plus ou moins instable : ils se lysent tantét aussitdt, tantot 
seulement d’une facon plus ou moins tardive. La plupart de 
ces souches présentent une tendance & l’autolyse spontanée en 


SUR UN STAPHYLOCOQUE RESISTANT AU BACTERIOPHAGE 709 


tube ouvert dont nous venons de parler. Les colonies présentent 
un aspect variable; colonies en massue, trds petites. Beaucoup 
(entrée, elles ont un type plus ou moins muqueux; avec ees 
cultures, tantot il y a fixation et reproduction des bactério- 
phages plus ou moins prononcées, tantét il n’y a ni absorption 
ni reproduction du principe lytique. Chacun des types de ce 
groupe peut donner naissance aux autres ainsi, du reste, qu’a 
des individus du deuxiéme groupe comprenant le type muqueux 
pur. 

Ce staphylocoque muqueux présente une résistance absolue 
au bactériophage et & l’'autolyse spontanée en tube ouvert, il ne 
fixe pas le principe lytique et n’en permet pas la reproduction. 
Ce type présente généralement une grande stabilité; toutefois, 
on voit quelquefois prendre naissance par repiquage des 
colonies muqueuses pures de colonies appartenant aux types 
du premier groupe. 

Les staphylocoques non muqueux peuvent présenter une 
résistance marquée, voire totale, plus ou moins constante, ala 
bactériophagie. Cette résistance s’'accompagne souvent d'une 
tendance exagérée a l’autolyse [clarification des suspensions en 
tubes ouverts] (1). Le type muqueux, lui, se montre résistant 
d'une facon absolue aussi bien & la bactériophagie qu’a |’auto- 
lyse en tube ouvert. [7 garde, comme de staphylocoque normal 
sensible et comme les staphylocoques non muqueux rendus résis- 
tants au bactériophage, la propriété de s'autolyser en tubes 
scellés. Toutes les fois que, chez ce type, fa production de mucus 
fait défaut, on voit réapparaitre de fagon plus ou moins 
marquée la sensibilité a la bactériophage. 

Le principe lytique n’était plus décelable dans nos cultures 
résistantes. I] n’en est pas moins vrai que c’est sous son 
influence que la bactérie a présenté les diverses anomalies et 
quelle a acquis son extraordinaire variabilité. 

Ces faits s’expliquent-ils par la seule sélection? C’est-a-dire 
les individus des types aberrants, instables et résistants, 
préexistent-ils dans toutes les cultures de slaphylocoque, ne 
faisant leur apparition qu’aprés que le bactériophage a débar- 
rassé le milieu des individus normaux? 


(1) Wottman et Duran Reynaus. C. R. Soe. Biol., 94, 1926, p. 1336. 
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Certes, les changements qu'une culture subit spontanément 
au cours du temps par un phénoméne de dissociation active 
sont bien semblables & ceux quelle présente sous linfluence du 
bactériophage [lissociation passive] (1). D’autres causes encore, 
telles que V'action des antiseptiques, des autisérums, de Vina- 
nition, de la température, etc., peuvent provoquer les mom es 
variations (2). Bigger, Roland et O'Meard (3) ont récemment 
étulié les formes anormales (muqueuses dans beaucoup des 
cas) du staphylocoque au point de vue de la couleur, de la 
structure et de la consistance des colonies. 

Il eft été intéressant de savoir si les types décrits par les 
auteurs irlandais présentent la méme variabilité et la méme 
tendance a l’autolyse et surtout la méme résistance au bacté- 
riophage. 

Si Vorigine bactérienne du bactériophage était mise hors de 
doute, on aurait bien le droit de se demander jusqua quel 
point ces types « anormaux » qu'on trouve dans la plupart des 
cultures ne seraient pas dus a une activité larvée des bactério- 
phages capables de faire évoluer certains types microbiens et 
qui seraient ainsi, en quelque sorte, les agents actifs des 
«mulations ». 


CONCLUSIONS. 


1° Les cultures de staphylocoques rendues résistantes au 
bactériophage et non lysogénes se décomposent en de tres 
nombreux types d'une grande variabilité au point de vue de la 
morphologie, de la pigmentation et d+ la consistance des colo- 
nies; pour beaucoup d’entre eux les colonies présentent un 
caractére mucoide et les cultures en milieu liquide montrent 
une forte tendance a lautolyse spontanie (clarification en tube 
ouvert). 


2° Les in lividus de ce groupe fixent et reproduisent le bac- 


(t) Voir Philip. Hantsy. Microbic. dissociation. The instability of bacterial 
species wilh spacial reference to Active dissociation and transmissible auto- 
lysis. Journ. of Infect. Diseases, 40,1927, p. 312. 

(2) Par exemple, tout récemment, L. Rosenbalt a signalé comme, en faisant 
vivre la bactéridie charbonneuse dans des filtrats des Vieilles cultures, on 
obtenait des races asporogénes et muqueuses. C. R. Soc. Biol., 95, 1926, 
p. 445 

(3) The Journ of Path. and Bact., 30, 1927, p. 261. 
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tériophage avec plus ou moins dintensilé, selon leur résistance 
plus ou moins accusée au principe lytique. 

3° Par évolution de quelques individus de ce groupe, on 
oblient un type muqueux stable, dont la résistance au bacté- 
riophage et  |’autolyse en tube ouvert est absolue, mais qui 
s’autolyse aussi facilement que la souche sensible d’origine en 
tube scellé. Ce type muqueux peut, du reste, donner naissance 
de nouveau a des souches uppartenant au premier groupe. 

4° Cetype muqueux ne fixe ni ne reproduit Je bactériophage 
et il est doué de propriétés nouvelles diverses décrites dans le 
texte: 


(Institut Pasteur. | 


DE L’ORGANOTAXIE 


par G. D. BELONOVSKY et A. A. MILLER. 


(Section bactériologique de [Institut d Etat 
pour le perfectionnement des médecins, Leningrad. ) 


I. Les travaux exécutés au laboratoire du professeur Belo- 
novsky depuis 1921 ont clairement démontré que le mécanisme 
a Vaide duquel la vaccinothérapie produit son effet thérapeu- 
tique consiste dans la provocation d’une réaction locale spéci- 
fique. Cette réaction arrive méme lorsque le lieu de linjec- 
lion du vaccin se trouve aussi loin que possible du foyer de 
Vinfection. Par conséquent, il faut supposer que le vaccin 
injecté, par suile de la chimiotaxie, se dirige, au moins par- 
tiellement, vers le foyer sensibilisé, et y produit une réaction 
spécifique. 

Or, il en est réellement ainsi, on peut le prouver aussi bien 
par ses considérations @ prior: qu’expérimentalement. 

a) La réaction locale tuberculinique peut étre provoquée 
par une quantifé de tuberculine égale, par exemple, a 
0 milligr. 001. Si l'on tient compte de ce que cette quantité est 
délayée, dans lorganisme d’un homme adulte, par cing litres 
de sang, on arrive 4 une solution tellement homéopathique de 
la tuberculine qu'elle ne peut plus provoquer une réaction 
spécifique quelconque (par exemple, la cutiréaction). Les 
considérations @ priori nous disent que toute, ou presque 
toute la tuberculine injectée se concentre dans les foyers 
tuberculeux. 

b) Les expériences. Silon ajoute au vaccin un indicateur quel- 
conque, par exeraple alun de fer, et si l’on injecte un pareil 
vaccin ferreux sous la peau d’un animal qui a dans le péritoine 
un petit sac de collodion contenant une culture (en bouillon) 
du méme microbe, on pourra trouver dans la région du péri- 
tome, en dehors de la réaction spécifique, des traces assez con- 
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sidérables de fer, tandis que dans les expériences de controle, 
ou on injecte seulement le fer, ou un vaccin ferreux d'un 
microbe non correspondant, on n’arrive pas & constater la pré- 
sence du fer dans les foyers sensibilisés. 

Ces expériences ont permis de parler de la « chimio-vaccino- 
thérapie », cest-a’-dire de laddition au vaccin de matiéres 
chimiothérapeutiques. Une large expansion en Russie, d'un 
vaccin gonococcique 4 lurotropine est un résultlat de ces expé- 
riences (1). Peut-étre l'application des vaccins tels que les 
iodovaccins (Ranque et Senez), les vaccins formolisés (Coste), 
les sulfovaccins (Bergern et Vagram) etc., est-elle due égale- 
ment au principe expliqué ci-dessus (2). 

Trés intéressantes sont les expériences du bactériologue 
danois Walbur (3). ll a trouvé que le typhus des souris, don- 
nant 100 p. 100 de cas mortels, donne 100 p. 100 de guérisons, 
si lon injecte aux souris infectées des vaccins avec les solutions 
de manganése, d’une concentration définie {le manganése ou 
le vaccin seuls donnent également 100 p. 100 de cas de mort}. 


[l. Déja d’anciens travaux sortis de l'Institut Pasteur e| 
d’autres laboratoires (de Metchnikoff, Délezenne, Besredka, 
Métalnikoff, Landstein, Belonovsky et autres), concernant les 
citotoxines, parlent de la spécificité de leur action. Méme si 
cette spécificité est incompléte, toujours on trouve que les 
sérums spéciliques exercent une action spécifique, en premier 
lieu, sur les éléments cellulaires correspondants. 

Ce sont ces considérations qui ont permis de supposer que, 
quand on mélange les émulsions de différents organes avec 
différentes matiéres chimiques et quand on injecte ce mélange 
aux animaux, on observera la concentration de ces matiéres 
chimiques dans les organes dont les émulsions ont servi a la 
préparation du mélange, car il faut considérer le tissu des 
organes correspondants comme rendu sensible aux cellules de 
cet organe. 


(1) BELONovskyY. Vratchebnoié Délo, 1923; le méme : Deut. med. Woch., n° 18: 
4924: Journ. of Immunology, n° 6, 1926, Katinine: Journ. pour le perfectionnement 
des médecins, n° 11, 1925. 

(2) L’urotropine a été adoptée d’aprés la proposition du prof. Bruck. Klin. 
Woch., 1922. 

(3) Seuchenbehiimp/ung, Shes 5 eb) BAIA: 
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Afin de vérifier I[bypothese susmentionnée, nous avons 
entrepiis une série d’expériences. D’abord, nous avons essayé 
les mélanges des émulsions des organes avec les sels du fer, 
comme d'une maltiére qu'on découvre facilement dans les tissus 
des organes; ensuite ces mélanges des émulsions des organes 
avec des couleurs : le caimin et Je bleu tripan; enfin, des émul- 
sions des organes avec le salicylate de soude. La constatation 
de ces mali¢res dans les organes qui oni servi aux expériences 
était faite sur les coupes des organes et par l’analyse chimique 
des extraits tirés des organes. Plusieurs expériences ont été 
faites avec Vapplication d’une analyse chimique des cendres 
de ces organes. 

Il y eut en tout 64 expériences avec des souris, 20 avec des 
cobayes et 8 avec des lapins. 

Les émulsions des organes élaient préparées de la facon sul- 
vante. L’animal était tué par |’éther, les organes étaient enlevés 
stérilement, lavés, broyés avec du sable dans un mortier, délayés 
dans !’eau physiologique. Aprés avoir agité dans l'appareil avee 
des matiéres chimiques on des couleurs, l’émulsion ainsi pré- 
parée est placée dans une étuve pour douze heures. Avant 
linjection elles étaient secouées encore une fois. Les expériences 
provisoires ont établi que les doses de 0,003 pour le cerveau, 
de 0,004 pour les testicules et les poumons, et de 0,1 pour les 
autres organes, peuvent étre appliquées sans gue l’animal (la 
souris) en périsse. Quand ces doses sont plus élevées, les ani- 
maux succombent, car il est connu que les émulsions des 
organes sont toxigenes (Brown et Allen, Jackonssohn et autres). 

La quantité d’alun de fer introduite a été également déter- 
minée (expériences avec des souris). 


(a 


INTRODUCTION CONCENTHATION 
f ‘ 

en cent. cubes mee 700 | Meee 
0,5 10 'La souris est morte aprés 1 heure. 
Ue erg ten \ La souris est morte apres 3 h. 4/2. 
Ue oy ies a 0,09 La souris est morte aprés 18 heures. 
0,5. ee eee eee 0,09 La souris est morte aprés 36 heures. 
OSS ee a eae 0,09 La souris est restée vivante. 


Ainsi, pour les expériences avec Valun de fer, on prenail, 
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pour linjection, 0 c. c. 25 du mélange contenant la quantilé 
sus-indiquée de tissu, dans une solution d’alun de fer 
(0,09 p. 100). 

L’émulsion était introduilte dans la veine et dans le péritoine. 
Liinjection était répétée aprés vingt-quatre heures; douze 
heures aprés l’injection, !’animal était tué. 

En calculant les doses on tenait compte du poids de l’animal. 


TasLteau J. — Expériences avec l’alun de fer sur des souris. 
SR SS SS TI SS SES Sg SEE YR ES 
SOURIS ORGANE AVEC L’EMULSION PREEBN CS IEE = TERD ENG SLES ORGANS 
net AUQUEL ETAIT INTRODUIT Fe te ie 
Foie Rate Cerveau Testicule 
At Foie. sre SRS = = 
12 Cervelle. + ++ + — 
13 Rein. _ — — — 
44 Testicule. aa _ a +++ capsule. 
15 Rate. =F +4++4++ _ — 
16 Fe seul. — + os — 
NT Animal a l’état normal. + 4 _ — 


La détermination de la présence du fer se faisait sur les 
coupes (technique : alcool, frigorification, guinze minutes dans 
un mélange de 20 p. 100 K? Fe Cll® et de 1 p. 100 HCL); les 
coupes étaient examinées dans la glycérine sans y mettre de 
couleur, puisque ces derniéres masquaient souvent Fe. En cas 
de présence de Fe on observait une coloration bleuatre diffuse 
et des dépéts bleu verdatres. 

Ainsi qu’on le voit dans le tableau ci-dessous, le fer était 
souvent observé dans d’autres organes, mais toujours dans une 
quantité considérablement moindre. Des expériences analogues 
ont été faites avec K* Fe? CH® (la dose pour Vinjection : 0,25 
d’une solution a1 p. 100) et ont donné des résultats analogues. 
Quand on traite les animaux peu de temps apres Vinjection 
(quinze & soixante minutes), on ne trouve pas le dépét spéci- 
fique du fer. 

Quand on injectait Fe avec |’émulsion des testicules on ne 
trouvait pas de Fe dans le tissu méme des teslicules, tandis 
que la capsule des testicules donnait une réaction de Fe nette- 
ment exprimée. 


~2 


— 
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ExemrieNces AVEC DES cCOULEURS. — Convaineus, de cette 
maniére, de la présence d’une concentration spécifique des sels 
solubles de Fe, nous avons entrepris des expériences avee des 
couleurs colloidales, en nous servant, dans ce but, du carmin et 
du bleu de tripan. Apres une injection répétée de ces matiéres 
on observe, comme on le sait, d’abord une coloration diffuse 
du tissu conjonctif des organes; ensuite, aprés vingt-quatre 
heures, des dépéts granulaires se forment, d’abord dans le foie, 
ensuite dans la rate, dans les poumons, ete. (Goldemann, 
Aschoff, Kions, Anitchkoff et autres). Il nous était intéressant 
de voir comment devait se produire le dépét de la couleur 
quand on injecte cette derniére avec |’émulsion des organes. 


EXxpirieNceS AVEC LE CARMiIN. — Le carmin pour la coloralion 
m vivo était injecté dans le péritoine aux doses de 0,2 a1 cent. 
cube d’une solution de 1/2 p. 100 jusqu’a 4 fois, avec des inter- 
valles de deux, trois jours. Les animaux étaient tués vingt-quatre 
heures aprés la derniére injection. Les résultats sont présentés 
dans le tableau suivant : 


Tapeau II. 


ORGANE AVEC. L'EMULSION PRESENCE DU CARMIN DANS LES ORGANES 


AUQUEL ETAIT INTRODUIT 


ANIMAL 
nos 


LE CARMIN 


oF Rein. 

26 Foie. 

Pil Cervelle. 
28 Rate. 

29 Carmin. seul. 


hy Ale | Poumon 


r+++, +++, ++, + représentent les différents degrés du dépét de la couleur. 


La détermination de la présence du carmin se faisait sur les 
organes; les morceaux des organes étaient inclus dans la celloi- 
dine et colorés partiellement avec du bleu de métyléne. Les 
coupes étaient placées dans du baume de Canada. 

Aimsi qu'on le voit sur le tableau H, il se produisait une con- 
centration spécifique nette. La coloration et le dépot du carmin se 
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faisaient également dans les autres organesde la région du péeri- 


x 


toine, mais & un degré moindre. (Planche IV. Fig. I et Fig. Ia). 


EXP@RIENCES AVEC LE BLEU DE TRIPAN (TRIPANBLEU). — Nous avons 
employé pour les: injections faites.& des souris, 0 c. c. 5 d’une 
solution a 1 p. 100 de bleu de tripan mélangée avec l’émulsion 
des organes (v. plus haut). Les injections dans le péritoine se 
répétaient quatre fois, avec des intervalles de deux, trois jours. 
Vingt-quatre heures aprés la derniére injection les-souris étaient 
tuées. Les: résultats obtenus sont notés. dans le tableau ILL. 


TasLeau IIL. 


, [ORGANE AVEC: L'EMULSION PRESENCE DU BLEU DE TRIPAN DANS LES ORGANES 
a AUQUEL ETAIT INTRODUITE a o 
LA COULEUR ie e ie 8 5 F 
or o 
| 
34 Rate. ae + le ? aly |) Be 
. BOE a Soe eae Pah = + | 
36 Rein, ope Pee = ae Be Na 
3 Poumon. + a= ? — ails ss 
38 _Geeur. -- + sod) ee 
39 Cervelle. + + a= == == || dete 
40 Couleur. | — + +b St = a 
| 


La présence du bleu de tripan était recherchée sur les coupes. 
Dans ces expériences le dépét spécifique de la couleur s'est 
montré également d'une fagon nette. Cette derniére est percep- 
tible sous la forme d'une coloration diffuse et, principalement, 
sous la forme de cellules bleues. Grace a ses parlicules infimes 
cette couleur se propage dans l’organisme plus facilement que 
le carmin, et nous le voyons déja dans les. organes du thorax. 
Dans ces expériences le dépot de la couleur se trouve dans 
presque. tous les organes, mais il est moins net que dans les 
organes avec |’émulsion desquels était introduite la couleur. 


ExpiriNCES AVEC LE BLEU DE TRIPAN FT LE CERVEAU. — Vu que, 
dans nos premiéres expériences, nous n’avions. pas obtenu, 
avee cette couleur, les résultats attendus, le travail avec des 
souris a été intensilié. Ging souris: ont recu chacune 0c. c. 5 
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d’émulsion de cerveau (v. plus haut) dans une solution de 
{ p. 100 de bleu de tripan, tous les jours pendant une semaine. 
Comme résultat nous avons obseryé l’apparition de cellules 
bleues sur les couches supérieures du cerveau. Pour controler ce 
résultat on examinait les souris chez lesquelles était introduite 
la couleur seule, ou la couleur mélangée avec l’émulsion d’au- 
tres organes (v. tableau IIL). Dans aucun des cas nous n’avons 
observé la présence de pareilles cellules bleues. Kt il faut ajou - 
ter que, mém» dans les cas réussis, un résultat positif n’a été 
obtenu que chez 3 souris sur 5. (Planche LV. Fig. [I et Fig. Ifa). 

Les expériences faites avec des cobayes ont donné des 
résultats plus constants et plus nets. Pendant cing jours, on 
introduisait journellement & ces cobayes, dans le péritoine, 
0 c.c. 5d’une solution de 1/2 p. 100 de la couleur et d’alun 
de fer mélangée avec l|’émulsion du cerveau. Ainsi toules ces 
expériences nous donnent des preuves incontestables d'une 
organotaxie spécifique. 


Pour éprouver la valeur objective de nos résultats, noas nous 
sommes adressé aux méthodes colorimétriques pour la déter- 
mination de Fe et de salicylate de soude dans les différents 
organes des animaux aprés l’injection de leurs solutions 
mélangées avec l’émulsion de différents organes. Ces expériences 
ont été faites sur les cobayes. Les mélanges étaient introduits 
une seule fois en quantité de 1 cent. cube d’une solution de 
10 p. 100 de K*Fe*CN® et de la méme quantité et concentration 
de salicylate de soude avec l’émulsion de l’organe. Les animaux 
étaient tués deux heures aprés et leurs organes examinés d’aprés 
le procédé du professeur Borissoff, développé par Kouteladze 
notamment : on laissait les organes dans une éluve pendant 
vingt-quatre heures, les extrails centrifugés étaient examinés, 
quant a leur réaction colorée, dans un milieu alcalin. Nous 
n’'avons pas obtenu des colorations trés marquées dont parle 
Loutchinine (peut-étre grace au peu de temps écoulé avant la 
mise & mort de l’animal), de sorte que nous n’avons pas eu 
l'occasion de comparer les différents degrés des réactions posi- 
tives, mais leur différence d’avec les réactions négatives 
obtenues dans les expériences de contréle était principalement 
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visible. Les résultats peuvent é¢tre présentés dans le tableau 
suivant : 


Tasieau IV. 


CERVELLE 


Réaction des organes normaux 
a Fe etau salicylate de soude. — — — _ 


++ 
1+ 


late de sOude = 2c ca mew. + 4- -- oo 
mali : 


+, réaction colorée positive; —, réaction négative. 


Ce tableau confirme les résultats obtenus (si l'on compare les 
résultats d’aprés les colonnes verticales). L’oblention, dans ces 
expériences, de résullats posilifs dans le foie et dans la rate 
avec le salicylate de soude ne présente rien d’étonnant, puisque, 
a juger par les expériences de Loutchinine (1), ces organes 
absorbent fortement le salicylate de soude. 


* 
* * 


Pour conclure, on peut mentionner les données obtenues par 
analyse chimique des extraits de cobayes, traités par les 
méthodes sus-indiquées. Aprés avoir brilé une quantilé définie 
de l’organe, les cendres étaient dissoutes dans l’acide sulfurique, 
Ja quantité de fer dans la solution élait déterminée par le prom 
cédé colorimétrique. 


TABLEAU V. 


OWNING MOMMERWe- 2 5 Fo 6 6 bs 6 oo bale 0,040 0,2 
Organes de l’animal traité par Fe seul. . . . 0,034 Aino 
Organes de l’animal trailé par Fe + l’émul- 4 ur 

sion de l’organe correspondant....... 0,15 Bak 


(1) Lourcninine. Journ. Médic. de Moscou, n° 6, 1925. 
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Les chiffres obtenus avec les organes normaux correspondent 
aux données obtenues par Georghegan pour le cerveau (0,01, 
0,018 p. 100) et par Lapicque pour le foie (0,4 p. 100) chez des 


animaux adultes. 


Pour terminer, nous mentionnerons les expériences faites 
avec les tumeurs cancéreuses des rats. Ces expériences ont été 
faites par le D' Nicolsky, en partie dans notre laboratoire et en 
partie dans la section des cancers du professeur N. N. Petroff 
(H6épital Metchnikoff). Elles ont donné des résultats trés con- 
vaincants dans la direction qui nous intéresse. Les expériences 
ont été faites avec six séries de rats blancs, adultes, cancéreux. 
On introduisait aux rats de contrdle, dans le péritoine, une 
solution au bleu detripan, d’une consistance de 1p. 1.0004 
1 p. 100 (1 cent, cube), et:aux animaux ‘servant a l’expériencve 
la méme quantité de la méme solution de couleur, mais 
mélangée avec l’émulsion de la: tumeur cancéreuse. L’injection 
se faisait deux a quatre fois, avec des intervalles de deux, ‘trois 
jours; vingt-quatre heures aprés la derniére injection V'animal 
était tué. Or, les rats auxquels était injectée la couleur seule 
se présentaient comme également et faiblement colorés, tandis 
que, apres linjection de la couleur mélangée avec |’émulsion 
de la tumeur, toute la tumeur du rat avait une couleur bleue 
tres prononcée, se distinguant de ‘toute son ambiance colorée 
faiblement. La coloration était particulitrement intense dans 
la capsule. ‘La coloration, sans aucune injection nouvelle, se 
maintenait pendant une huitaine de jours. (Planche IV. 
Fig. II et Fig. Ifa): 

Ainsi, toutes les données coincident. On peut parler d’une 
force de concentration plus ou moins grande, mais la concentra- 
tion spécifique — Vorganotaxie — nous semble prouvée. La 
présente investigation ne touche pas les questions de la struc- 
ture histologique : quelles sont les cellules qui manifestent une 
tendance plus grande a Vorganotaxie, quels sont les change- 
ments obseryés dans la structure, etc., questions qu’on ren- 
contre en étudiant l'appareil réticulo-endothélial; toutes ces 
questions feront l’objet d’une investigation ultérieure. 
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Comment faut-il s’expliquer le mécanisme d'une pareille con- 
centration élective? D’abord, il y peut avoir lieu la chimiotaxie 
positive des cellules apparentées, ou plutot des substances appa- 
rentées albumineuses, qui emportent avec elles la matiére chi- 
mique ajoulée. Quelles sont les substances qu’on peut trans- 
porter de cette fagon dans les organes, nous ne saurions le dire 
actuellement. Les anciennes expériences concernant la chimio- 
vaccinothérapie ont démontré qu’on ne peut pas associer 
n'importe quelle matiére chimique & un vaccin microbien, 
Ainsi, parexemple, loptochine peut ¢tre facilement transportée 
dans les foyers bactériens quand on l’associe aux pneumocoques 
et méningocoques, mais ne se transporte pas aux gonocoques, 
évidemment parce qu’elle ne s’unit pas a l’antigeéne du gono- 
coque. 

Nous pouvons confirmer l’existence d'une chimiotaxie posi- 
tive entre les cellules apparentée par les intéressantes expé- 
riences de Born (1). Il reconstituait des amphibies coupées en 
les appliquant Pune a l'autre. Malgré le fait que les tissus ne 
concordaienot pas, la reconstitution se faisait comme si le tissu 
conjonclif recherchait un autre tissu conjonctif et s’unissait a 
lui, les muscles s'unissaient aux muscles, les organes aux 
organes homologues. On peut considérer ces phénoménes 
comme des manifestations de lorganolaxie. Les expériences 
qui nous intéressent éclairent les fails trouvés par Levadili et 
Nicolau (2) au sujet du bismoxyl : le bismuth, mélangé avec 
lextrait de foie, exerce une action spécifique de beancoup plus 
forte qu'une simple solution de bismuth. Si l'on admet que 
dans les cas de la syphilis le foie devient un des organes les 
plus atleints, le mécanisme du renforcement de l’action du 
bismuth devient considérable, puisqu’il se concenlre principa- 
lement dans le foie. 

On peut admettre encore d’autres processus qui, a cdté de 
lorganotaxie, conditionnent l’agglomération particuliére de 
substances chimiques. On peut imaginer que tel organe donné 


(1) Arch. f Entwicklungsgesch., n° 4, 1897. 
(2) Ces Annales, n° 3, 1924. 
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absorbe telle substance donnée a un degré supérieur parce qu'il 
se trouve dans un état d'irritation provoqué par laction d’anti- 
toxines spécifiques formées pendant l’injection des émulsions 
des organes correspondants. 

Le travail de Khorochko (1) nous montre qu’aprés linjection 
’ un animal, l’émulsion du cerveau, on observe dans sa cer- 
velle des changements analogues & ceux qui se produisent pen- 
dant application du sérum citotoxique spécilique. 

Les cellules se*trouvant dans un état dirritation absorbent 
davantage les matiéres colorantes et aulres {Siegmund (2), 
Anitchkoff (3)]. 

On peut citer encore un exemple ou, visiblement, joue un 
role le phénoméne que nous sommes en train d’étudier : c est 
Ja vaccination contre la rage. Le virus de la rage se trouve 
principalement dans le tissu nerveux. En nous servant pour la 
vaccination de |’émulsion du tissu nerveux, nous alteignons 
notre but plus stirement qu’en employant une autre matiére 
quelconque, ou bien le tissu de |’animal malade : le virus de 
la rage, uni & Ja substance nerveuse, s’élance avec la plus 
grande force dans la substance également nerveuse qui est le 
lien principal de la présence du virus. 

En nous référant aux expériences indiquées ci-dessus nous 
voudrions pouvoir faire les déductions suivantes : 

1° L’injection & des animaux des couleurs colloidales et de 
quelques matiéres chimiques (fer, salicylate de soude) mélangées 
avec des émulsions de<différents organes produit une concentra- 
tion élective de la matiére chimique introduite dans l’organe 
avec l’émulsion duquel elle a été introduite ; 

2° On peut admettre un mécanisme double, d'un cété, la 
chimiotaxie posilive des cellules apparentées (l’organotaxie) 
et d’un autre cdté, labsorption intensifiée des matiéres par les 
cellules de l’organe se trouvant dans un état d’irritation grace 
a Vaction des citotoxines spécifiques. 


(1) These, Kharkov, 1943. 
(2) Munch. med. Woch., n® 1, 1923. 
(3) Klin. Woch , n° 38, 1921. 


LEGENDE DE LA PLANCHE IV 


. 1. — Rate d’une souris aprés l'injection du carmin. 


>. la. — Rate d'une souris aprés linjection du carmin4+ émulsicn de la 


rate. 
. Il. — Cerveau d'une souris injectée avec trypanbleu. 


. Ila. — Cerveau d'une souris injectée’ favec [trypanbleu-+ émulsicn du 
cerveau. 


. II. — Cancer d'un rat aprés injection du trypanbleu (é). 


. Wa. — Cancer d'un rat aprés injection du trypanbleu-+ emulsion du 
cancer. 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 


A VINSTITUT PASTEUR EN 1927 


par JULES VIALA. 


Pendant Vannée 1927, 639 personnes ont subi le traite- 
ment antirabique 4 l'Institut Pasteur de Paris : aucune mort 
n’a 6té signalée. 

La statistique s’établit donc ainsi ; 


Personnes traileess— sea) eee OSS 
IMORE s: cas « vse sere: ro hours Mende caterers 0 
IMGTHRUNIE jn HOO, 6 eo oo 6 Oc 2 6 0 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des 
vaccinalions depuis lorigine : 


ANNEE pee MORTS petecriee ANNER eee MORTS per 
1886 2.671 25 0,9% 1907 786 3 0,38 
1887 2.770 14 0,79 1908 524 1 0,19 
1888 1.622 9 0,53 1909 467 1 0,21 
1889 1.830 1 0,38 1910 401 0 0,00 
1890 1.540 5 0,32 1911 344 1 0,29 
1891 1.559 4 0,25 1912 395 0 0,00 
1892 1.799 4 0,22 1913 330 0 0,00 
1893 1.648 6 0,36 1914 373 0 0,00 
1894 1.387 1 0,50 1915 654 1 0,15 
1893 1.520 8 0,38 1916 1.388 3 0,24 
1896 1.308 4 0,30 1917 4.543 4 0,26 
1897 1.529 6 0,39 1918 1.803 3 0,16 
1898 1.465 3 0,20 1919 4.813 3 0,16 
1899 4.644 4 0,25 1920 1.126 6 0,53 
1900 1.420 4 0,28 1921 998 n 0,10 
1904 1.324 5 0,38 1922 134 0 0,00 
1902 4.005 2 0,18 1923 127 0 0,00 
1903 628 2 0,32 1924 164 1 0,14 
1904 753 3 0,39 1925 782 0 0,00 
1905 721 3 0,41 1926 634 0 0,00 
1905 112 { 0,13 1927 639 0 0,00 
{ 
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Les personnes traitées 4 l'Institut Pasteur sont divisées en 
trois catégories : 

Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été expéri- 
mentalement constatée par le développement de la maladie 
chez des animaux mordus par lui ou inoculés avec son bulbe. 

Catégorie B. — La rage de l'animal mordeur a été constatée 


par examen vétérinaire. 
Catégorie C. —L’animal mordeur est suspect de rage. 


Nous donnons ci-aprés la répartition entre ces calégories des 
personnes traitées en 1927: 


MORSURES Ss ES I S us z 
: MORSURES MORSURES TOTAUX 
a la téte aux mains aux membres 
eS ee ee) Ce ee 
f S S So S 
ANNEE = = = = 
el n a, n n a, a a 
1927 2 elie | esr | ceed een see 
iS 3 — 5 S) 2 ae S) 2 a 3 s 
Bes ie alps lies | 8) | sal 5 Ss FI 
& ey cal iG = 8 a s 
i) a I ei 
Sg g ao} = 
I i 1 taal 


Catégorie A. .} 10 0 04 364 0 Oy 31) © 0 78 0 0 
Catégorie B. .| 25 0 0 1135 0 0 7424 0 0 | 281 0 0 


Catégorie 'C. . 


Les personnes se répartissent de la fagon suivante, d’aprés 
le tervitoire sur lequel elles ont été mordues : 


| PARMES we GMA Ae mets Mas Be oeiol lod os 15-06 A en OO 
(NID CRNA bl bo 5 So ais bo oo ut 
Aliemagne (armée du Rhin). ...... 9 
DEVIN Be Gomite oo € BUR ators errs ee il 
MGA: fas acs) eee comic tse ee sete nail ae 


Répartition par départements des 627 personnes traitées 
mordues en France. 


MUBOVIPL Rh ipl elet hell, so stolons PN ATIOSE Veypate huss cieptaad ss ak fe 2 
INNER 5 ao 0 oe Moe ROWS SOT 1 | Aube. . 4 
Alpes-Maritimes ......- 3 st "|| ROO 8 3S AG a Bec Glue © 3 
INOINTCS 0. Go 5.5 oo 6 p08 2 | Calvados . 3 


726 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


(GENEVE A been) 0 lol 6. eto Glo c PAN WRENS Gob do 0 5 5 oo 98 6 3 
Charente-Inférieure ..... . if Meusera-s 4) ce) ke ae 4 
Gher.2: «a oe he Gt Ome a Ib tydalnette o b 0 6 Boe 6 alo c 2 
GOrvezes wtetiewts eee LOntey 2aes 3 | Niévre fo: ek, ees ee 2 
Géote-diOr. ak ar Jeera 45 Nord: "i fiteeG See 4 
Cotes-du= Norden nee 8. ISQOISG: sua orera see acu eae 9 
Dordogne...) 5) eee 1 cOrme™, eee feet ocean ea ae 2 
Drome.. 's 25). (een 4 Pas2de-Galais® 1s 2a tee ) 
BUC 420s sich site ae ae 21) Puy-de-DoOmes er i ence me 9 
Eure-et-Loit i.) yee 3) |) Byrénéesi(Basses— seamen 4 
IMUMVISIRD NE 695 0 Go 6 Oo on ec 4 | Pyrénées (Hautes:)= 2 2 
Garonned(Haulie>) ae -mmrene- mec We || BRlivvey (BRIS) oS Gn 6 -cr oe a ao < 2 
Ginondey ows faerie to a 4 Ronee es Te cence eee 1 
INEM MEWINSS 6 cool oo G6 oc 19 Saoned(Haute-) s.r own 2 
[nari ..tc Ras, ees te 6 Sadne-ct-Loire ss =e cere 2 
Indre-et-Loire........-... LMA White ee EA Ses Oe 295 
Gandés\:, Ae tueaee ee e ols Seine-et-Marne ane cients 12 
Loir-et=Ghe Re ear 2.1) Seine-et-Oisen osu el ee 17 
IMCS EWIS) 5 oo oe 6 4 4 3) jeSeine-Intérieurem.. enn ee we 27 
[Eoire-Inféerieurea 20s eae 3 || SOA IDES)5 5 5 oo oo Oe 4 
IUOInetGaeseny eon Gen: Ges ae eter Sy | -SOmMNe: ce oe 5 ek ant conte one 3 
IE OLE, Seamer Ne oa cha ee eee Gu |e Paribsdceks fe. eet saeco ete arts 2 
Wot-et-Garonnes ss eee 2 i) LerritoirerdesBeliorte ses een: 3 
Maine =et-oire 40. ns eee OF 1) ViantClus@:. 1s. fo ike ee emcees 4 
Mam Cherie sts. caine ae eee AD iy NolenNGs.0 9h on ae, ene cee 4 
Marne: paectiknnimnas hago ees 4 | Vienne (Haute-) . 4 
Marmes(Haute=)\iri4 sen sees AW NRCS G5 5.6 6 Hb oko oS 2 


Depuis 1911, Institut Pasteur a adopté la méthode de con- 
servalion en glycérine des moelles atiénuées, introduite dans 
la pratique par A. Calmette. 

On se sert de pots-bans d’une contenance de 50 cent. cubes. 

Dans chacun, on verse 25 cent. cubes de glycérine & 30° Be, 
neulre. 

On stérilise 4 120°, pendant vingt minutes. 

On laisse refroidir et on introduit dans chaque pot-ban 
quelques fragments de moelles préalablement desséchées dans 
un flacon de potasse, d’aprés la méthode initiale de Pasteur. 

Dans chaque flacon contenant la glycérine on met plusieurs 
fragments de moelle dont la longueur totale peut alteindre 
5 centimetres. 

On conserve ces flacens & la glaciére aux environs de-+ 4°. 

Pour éviler linfection de la moelle chez les lapins paralysés 
el agonisants, on place ces derniers 4 méme dans la glace. 

Sildt qu’ils sont morts, on extrait la moelle par la méthode 
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d’Oshida, au moyen d’un mandrin métallique nickelé stérile (1). 

On n/utilise, pour la vaccination des personnes mordues, que 
des moelles ayant séjourné moins de vingt jours en glycérine , 
Vexpérience ayant montré que le degré d’atténuation de chaque 
moelle n'est pas sensiblement modifié pendant les vingt pre- 
miers jours. 

Le virus fixe de passage actuellement utilisé est le méme que 
celui dont on s’est toujours servi depuis la création du service 
de vaccinations antirabiques, d’abord rue d’Ulm, et ensuite (a 
partir de 1888) a l'Institut Pasteur. 

A la date du 1° mars 1927, il portait le n° 13/4. 

Il convient de signaler que, depuis le 19 aout 1917, les ino- 
culations de passage du virus fixe sont toujours effectuées, non 
plus avec le bulbe frais de lapin rabique, mais avec le bulbe 
conservé depuis au moins quarante-huit heures en glycérine & 
la glaciére. 

Depuis que cette technique a été adoptée, nous n’avons 
jamais constaté de modifications dans les délais d'incubation 
de la maladie aprés inoculation sous la dure-mére, et aucun 
incident (paralysie ou autre) n’a été observé chez les mordus 
qui ont suiyi le traitement. 

Nous reproduisons ci-aprés le schéma des traitements suivis 
par les mordus, suivant la gravité de leurs morsures. 


Injections antirabiques. 
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(1) Ces mandrins (modeéle de Jules Viala) sont construits par la fabrique 
dinstruments de chirurgie Collin, rue de l'Ecole-de-Médecine, a Paris. 
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Le Gérant : G. Massox. 


Paris} — 1. MARETHEUX, imprimeur, {, rue Cassette. — 1928. 
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Mémoire Belanovsky. 
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